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Description 

The invention relates to the preparation of peptides and to methods for their manufacture. 
In the search for effective components from animal tissues for application in medicine, 
biotechnology and cosmetics, a large number of substances and substance mixtures have been 
extracted in recent decades, completely or partially characterized, and successfully used. Only a 
few representative substances are mentioned, such as the epidermal growth factor, collagen type 
I and type III and hyaluronic acid (British Medical Bulletin, Vol. 45, No. 2, 1989, "Growth 
Factors," eds. M. D. Waterfield, Churchill Livingstone, Edinburgh; Collagen in Health and 
Disease, eds. J. B. Weiss and M. I. V. Jayson, Churchill Livingstone, Edinburgh, 1982; Methods 
in Enzymology, Vol. 82, 1982, "Structural and Contractile Proteins, part D," ed. L. W. 
Cunningham, Academic Press, Inc., Orlando). 

Many of the active ingredients found to date are very complex molecules, such as 
proteins, polypeptides or mucopolysaccharides, which are synthesized by the tissue cells from 
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small building blocks. The goal of the efforts to date substantially consisted of the extraction, 
optionally with subsequent chemical-physical modification, of these complex molecules for the 
purpose of then using them in an advantageous manner. 

As a result of enzymatic or chemical-physical degradation, these macromolecules, 
however, generally lose their effect, they undergo reductions or modifications of their action. For 
example, when collagen is degraded to gelatin, the water binding capacity, which is important 
for cosmetics, is decreased (Parfumerie and Kosmetic 65 (7), 1984, 391-401, Alexander Burg: 
"Use of Proteins in Cosmetics;" RAK - Riechstoffe, Aromen, Kosmetica (7), 1977, R. 
Riemachneider, W. H. Chik: "On the Water Binding Capacity of Soluble Collagens"). During the 
further degradation of gelatin to gelatin hydrolysates, peptides having a molecular weight of 
500-30,000 dalton are released, which, in comparison to gelatin, present a better application 
capacity for hair and therefore they have achieved great importance in the field of hair care. 

The object of the present invention is the discovery that partial hydrolysates which were 
obtained under defined conditions as well as the peptides and the mixtures of amino acids and 
peptides derived there from, whose amino acid sequences are in agreement with the partial 
sections of the protein amino acid sequence, possess new properties of action, which go clearly 
beyond the effect of intact proteins. 

Brief reference is made to collagen type I as an example. 

Collagens, of which at least 13 different types have been isolated and characterized, 
primarily function as structural proteins in the connective tissue of multicellular organisms. 
Specific cells, such as for example, fibroblasts in the dermis, synthesize the needle shaped 
protein molecules, which are composed of three cable-like polypeptides which are screwed into 
each other. In collagen type I, two of the three polypeptides have identical amino acid sequences 
and they are called alpha- l(I)-polypeptides (Figure 4), while the third polypeptide, alpha-2(I), 
has another amino acid sequence (Figure 5). Each polypeptide contains approximately 1000 
amino acids. The entire protein has a length of approximate 0.3 \m and a diameter of 
approximately 0.0015 jxn. 

Because of the film producing properties and the high water uptake capacity, collagen is 
used in large quantities in cosmetics. The cosmetic effects of collagen have been limited, so far, 
substantially to the properties which prevent penetration into the skin as a result of both the 
chemical structure of the collagen and the molecule size. 

If, in contrast, a partial hydrolysate of collagen is manufactured under precisely defined 
conditions (see Manufacture Preparation A) or a mixture of amino acids and peptides is prepared 
(Manufacture Preparation B), whose amino acid composition approximates that of the collagen 
amino acid analysis and whose peptides have amino acid sequences which exactly agree with 



certain collagen amino acid sequences (Figures 4 and 5), then these preparations present novel 
positive effect and properties. 

These effects are summarized in part in Table 1. The effective preparations are then 
called Preparation B and GHL peptide (GHL = glycyl-histidyl-lysine = tripeptide fraction A), 
and they are compared to the properties of native collagen. 

Table 1. Comparison of efficacies of native collagen, preparation B and GHL peptide 



WEigensch^tcnQ (pKofagep (3)Praparat B (t^GHL-Peptid 
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(f?f - Positive Bgcnschift 
V^Stf - Negative Eigenschaft 

Key: 1 Effect/properties 

2 Collagen 

3 Preparation B 

4 GHL peptide 

5 Humidity retention capacity 
Cell respiration activating 
(stimulation of the cell metabolism) 
Buffer capacity 

Stimulation of the collagen synthesis of fibroblasts 

Promotion of wound healing 

Radical scavenger effect 

Superoxide dismutase effect 

Immunostimulating effect 

Penetration capacity (epidermis) 

Risk of contamination with mammalian viruses 

Denaturing at 30-70°C 

6 P = Positive property 
N = Negative property 



These partial hydrolysates, isolated peptides and preparations from amino acids and 
peptides are of particular importance. 
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1. In biotechnology, as an additive for cell culture nutrient solution for serum deficient or 
defined serum-free cell culture nutrient media (Application Example 1). 

2. In medicine, as a wound healing promotion agent (Application Example 2), for 
immunostimulation and as an effective substance to increase physiological erythropoetin 
formation, and 

3. In cosmetics, for skin care, as an anti-aging factor and radical scavenger complex 
(Application Examples 3-5). 

Principles of the manufacturing methods 

1 . Synthetic manufacture 

The components of the recipe (Tables 2-14: recipe fractions) are appropriately 
predissolved and mixed. Individual components of the recipe, such as, for example the tripeptide 
fraction A and the tripeptide fraction B are purified after partial hydrolysis (principles of 
manufacturing methods 3-5) with the aid of chromatographic methods, isolated, concentrated 
and then added to the preparation. 

2. Semi-synthetic manufacture 

Components of the recipe are mixed with substances obtained by genetic engineering 
and/or with partial hydrolysates (see principles of manufacturing methods 3-5). 

3. Partial hydrolysates with diluted hydrochloric acid 

Animal skin or animal lung [tissue], collagen, gelatin or elastin, are hydrolyzed as 
described in Example 2, then filtered, neutralized, and desalted by reverse osmosis, for example. 
Optionally there is a treatment with IN NaOH for 1 h at room temperature, followed by 
neutralization and renewed desalting. 

4. Enzymatic partial hydrolysate with collagenase from Clostridium histolyticum 

This enzyme cleaves the repeating Gly-X-Y-Gly-X-Y-Gly-X-Y-Gly amino acid sequence 
of collagen between the Y and the glycine (X, Y stand for different amino acids in the collagen 
amino acid sequence). Animal skin or animal lung, or collagen type 1, is treated in tris-HCl 
buffer, pH 7.6 in the presence of CaCl 2 , for 90 min at 37°C with collagenase, and the solution is 
then dialyzed for 24 h at +4°C, preserved and subjected to sterile filtration. 

5. Partial hydrolysate of skin keratin with pepsin 

An epidermis is treated in the citrate HC1 buffer, pH 1.5, for 24 h at room temperature 
with pepsin (ratio of pepsin to substrate, 1:10), dialyzed, stored for 24 h at pH 10.5 at room 
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temperature, treated for 1 h with IN NaOH at room temperature, neutralized, desalted and 
subjected to sterile filtration. 

6. Protein sequences obtained by genetic engineering /4 

Appropriate microorganisms are treated, using known techniques, in such a manner that 
they synthesize modified collagen, elastin and skin keratin molecules, which contain a larger 
number of effective peptide sequences. These modified proteins increase the yields in the 
preparation of effective peptide sequences by partial hydrolysis. 

7. Natural preparation 

The natural preparation corresponds to the descriptions according to Claim 2 and the 
principles of manufacturing methods 3-5. 



Table 2. Examples 1-6 (in each case in g/L preparation) 



Aminosluren 


(g)Bertich 


CAS- 1 


CAS-2 


CAS-3 


CAS-4 


CAS-5 


CAS-6 


1,-Alanin 


0-80 


4,1 


5.1 


7,0 


9fi 


200 




L-Arginin HC1 


0-80 


4.2 


52 




100 






L-Asparagtnsaure 


0-5 


23 


3J5 


4,0 


Sfi 






L-Cystein 


0 














L-GIutaminsaure 


0-8 


4.7 


5S 


6,0 


8j0 






Glycin 


0-100 


10,6 


132 


65,0 


35fl 


500 


80.0 


L-HistkfinHCl 


0-2 


08 






1J0 






, L-Hydroryprolin 


0-55 


62 


« 


6fi 


15j0 






\ L-Isoleutin 


0-12 


0,7 


09 


2J3 


3f> 






< L-Leucin 


0-12 


if 


IS 


2,0 


ZD 






L-LysinHd 


0-24 


22 


2* 


4fl 


80 






L-Mcthionin 


0-4 


03 


04 




U> 






L-Phenylalanin 


0-10 


03 


U 


1,0 


2J0 






L-Prolin 


0-70 


6,6 


8,2 




15J0 


600 




L-Serin 


0-12 


M 


\» 


3,0 




too 




L-Threonin 


0-10 


1* 


\2 


Ifi 


3fi 






L-Tryptophan 


0 














LTyrosin 


0-3 


02 


\fi 


Ifi 


1J0 






\L-Valin 


0-20 


12 




2fi 


4fl 







Key: 1 Amino acids 

2 Range 

3 L-alanine 
L-arginine HC1 
L-aspartic acid 
L-cysteine 
L-glutamic acid 
Glycine 

L-histidine HC1 
L-hydroxyproline 
L-isoleucine 
L-leucine 
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L-lysine HC1 

L-methionine 

L-phenylalanine 

L-proline 

L-serine 

L-threonine 

L-tryptophan 

L-tyrosine 

L-valine 

The amino acids mentioned in Tables 2-5 predominately stand for amino acids of plant 

origin. 



Table 3. Examples 7-12 (in each case in g/L preparation) 



AmmorfurtnQ) 


(2)Bcreich 


EAS-1 


EAS-2 


EAS-3 


EAS-4 


EAS-5 


EAS-6 




£-Aktnin 


0-100 


23 


10,53 


20,0 


25,0 


50,0 


500 




L-ArginmHCl 


0-50 


02 


0£5 


13 


W 








L~Asparagin$aurt 


0-5 


0,15 


05 


1,0 


5.0 








L-Cystein 


0-0,1 


0,1 


01 


0,1 


at 








L-GIutaminsiure 


0-1O 


03 


U 


3v0 


5,0 








Glycin 


0-100 


4,0 


1275 


25,0 


400 


400 






L-HistidinHCI 


0-1 


0,02 


0,06 


01 


ais 






i L- Hydroxyprolin 


0-10 


0,2 


075 


5,0 


100 






L-Isoleurin 


0-15 


0,6 


135 


3,0 


5,0 








L-Leucin 


0-12 


2fi 


43 


5,0 


5,0 








L-Lysin HQ 


0-30 


0,1 


025 


2,0 


3,0 








L-Methionin 


0 
















L-PhcnyJalanin 


0-10 


M> 


2,95 


3,0 


3,0 








L-Prolin 


0-40 


2S) 


53 


00 


200 


200 


40,0 




L-Serin 


0-20 


02 


045 


1,0 


2,0 








L-Tryptophan 










13 








LTyrosin 


0-3 




065 


1.0 








V L-Valin 


0-20 


3,0 


825 


100 


12P 







Key: 1 Amino acids 

2 Range 

3 L-alanine 
L-arginine HC1 
L-aspartic acid 
L-cysteine 
L-glutamic acid 
Glycine 

L-histidine HC1 

L-hydroxyproline 

L-isoleucine 

L-leucine 

L-lysine HC1 

L-methionine 

L-phenylalanine 
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L-proline 

L-serine 

L-threonine 

L-tryptophan 

L-tyrosine 

L-valine 



Table 4. Examples 13-18 (in each case in g/L preparation) 



15 



Aminos&uren 


(g)Beretcb 


KAS-t 


KAS-2 


KAS-3 


KAS-4 


^L-Alanin 


0- 


-20 


0,2 


22 


73 


103 


L-Arginin HO 


0-20 


02 


%\$ 


63 


83 


L-Asparaginsaure 


0- 


-5 


04 


3,85 


43 


43 


L-Cysttin 


0-0,1 


01 


01 


01 


01 


L-Glutammsfture 


0- 


-8 


06 


6£5 


63 


63 


Glydn 


0- 


-100 


1,0 


10JO 


303 


353 


L-HistidinHO 


0-1 


Oil 


IX) 


13 


13 


5\ L- Hy^roxyprolin 














2r L-Isoleucin 


0- 


-10 


02 


135 


53 


63 


L-Leucin 


0- 


-12 


04 


335 


63 


83 


L-Lysin HQ 


0- 


-25 


025 


23 


123 


153 


L-Mcthkmin 


0- 


-4 


at 


03 


13 


23 


L-Pheaytalanin 


0- 


-8 


02 


13 


43 


23 


L-Pro!in 


0- 


-22 


025 


22 


83 


100 


L-Serin 


0- 


-15 


07 


67 


103 


123 


L-Threonin 


0- 


-10 


02 


135 


53 


63 


L-Tryptophan 


0- 


-03 


005 


02 


02 


02 


L-Tynwin 


0- 


-3 


02 


13 


13 


13 


\L-Valin 


0- 


-15 


02 


13 


33 


43 



100 
153 



803 



203 



153 - 
100 100 



Key: 1 Amino acids 

2 Range 

3 L-alanine 
L-arginine HC1 
L-aspartic acid 
L-cysteine 
L-glutamic acid 
Glycine 

L-histidine HC1 

L-hydroxyproline 

L-isoleucine 

L-leucine 

L-lysine HC1 

L-methionine 

L-phenylalanine 

L-proline 

L-serine 

L-threonine 

L-tryptophan 

L-tyrosine 

L-valine 
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Table 5. Examples 19-24 (in each case in g/L preparation) 



Aminoiauren M) 


(|)Bcreich 


BAS-t 


BAS-2 


BAS-3 


BAS-4 


BAS-5 


BAS-6 


f L-Alanin 


0- 


50 






7i> 


113 


203 




IMrgminHCl 


0- 


-50 


4.2 


**** 


73 


100 


200 




L-Aspiraginsfiure 


0-5 




33 


40 


43 






L-Cystcin 


0- 


■01 


031 


OyOl 


001 


001 


— 


— 


L-Clutaminsiure 


0- 


-6 


47 


53 


5.0 


53 






Glycin 


0- 


•80 


106 


13^ 


200 


253 


4O0 


200 


L-HistidinHd 


0- 


■1 


03 


13 


13 


13 






1 L-Hydroxyprolin 


0- 


-50 


62 


« 


100 


12,0 


103 




Juisoleucin 


0- 


-9 


OJ 


0.9 


23 


310 






yL-Leuctn 


0- 


-10 


13 




33 


43 






* L-LyanHCl 


0- 


-25 


V 


23 


53 


100 


203 




UMcthionin 


0- 


-4 


03 


0,4 


06 


00 






L-Phenyialanin 
L-ProHn 


0- 


-10 


0$ 


tf 


13 


23 






0- 


-70 


63 


83 


123 


100 


303 


603 


L- Serin 


0- 


-12 


1*4 


13 


310 


53 






L-Thrconin 


0- 


-10 


13 


U 


23 


33 


103 


103 


L-Tryptophan 
L-Tyrosin 


0- 


•01 


000! 


0001 


0,001 


001 






0- 


2 


02 


02 


03 


0.4 






\L-VaEn 


0- 


-15 


U 


17 











Key: 1 Amino acids 

2 Range 

3 L-alanine 
L-arginine HC1 
L-aspartic acid 
L-cysteine 
L-glutamic acid 
Glycine 

L-histidine HC1 

L-hydroxyproline 

L-isoleucine 

L-leucine 

L-lysine HC1 

L-methionine 

L-phenylalanine 

L-proline 

L-serine 

L-threonine 

L-tryptophan 

L-tyrosine 

L-valine 
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Table 6. Example 25-30 (in each case mg/L preparation) 

Peptide Q (2>Bcrtich CPA C?2 CP 2 CP-4 CP-5 CP-6 



X-Y-Ala-AIa-X-Y 
X-Y-Ala-GIy-X-Y 
X-Y-AIa-ProOC-Y 
X-Y-Arg-Gl^X-Y 
X-Y-Gly-Ala-X-Y 
X-Y-Gfy-GIo.X-Y 
X-Y-Gly-Gly-X-Y 
X-Y-Gly-Ser-X-Y 
X-Y-Gly-Leu-X-Y 
X-Y-Gly-Pro-X-Y 
X-Y-Gly-Thr-X-Y 
X-Y-Gly-Val-X-Y 
X-Y-Pro-Gly-X-Y 
X-Y-Pn>-Leu-X-Y 
X-Y-Val-Gly-X-Y 
X-YrVal-Pro-X-Y 
X-Y-Gly-GIy-Gly-X-Y 
X-Y-Gly-Ala-Ala-X-Y 
X-Y-Gly-Asp-Ser-X-Y 
X-Y-GJy-His-Lys-X-Y 
X-Y-Gl^Pro-Ala-X-Y 
X-Y-Gly-Ser-AIa-X-Y 
X-Y-Gly-Gly-Ala-X-Y 
X-Y-Ala-Ala-Gly-X-Y 
^JTripcptidfraktion 



02-20 


1 


3 


5 


20 






02-30 


2 


12 


20 


— 


— 




— 

02-30 


— . 
025 


— 
1 


— 
2 


— 


— 


— 


02-20 


4 


7 


10 


— 


— 


— 


02-25 


2 


4 


10 


— 


— 


— 


I r 0-200 


75 


25 


30 


200 


— 


200 


10-40 


1 


2 


5 


— 


— 


— 


10-100 


5 


10 


20 


50 


— 


50 


02-20 


1 


2 


5 








02-20 


i 


2 


5 








0,5-40 


2 


5 


5 








0,5-30 


13 


3 


3 








02-20 


1 


2 


5 








5,0-100 


10 


15 


20 


50 






0,1-20 


02 


1 


2 








001-400 






2 








0001-360 




2 


5 


too 


2 


360 


0,1-50 


02 


1 


2 








0,1-50 


03 


1 


2 








0,1-50 




1 


2 








0,1-50 
















2 













Key: 1 Peptides 

2 Range 

3 Tripeptide fraction 

The letters X, Y stand for amino acids of any type and in any quantity, in each case from 
0 to a maximum of 50. 

The peptides in Tables 6-8 can be used in the form of natural isolated peptides and/or in 
the form of synthetically manufactured peptides. 



10 



Table 7. Examples 31-36 (in each case mg/L preparation) 

n 



Peptide \JJ 


\£r)o€TCKll 


BP-1 


BP-2 


BP-3 


BP-4 


BP-5 


BP-6 


X-Y-Ala-Ala-X-Y 


41-20 


1 


3 


3 


10 


— 


— 


X-Y-Ala-G!y-X-Y 


41-30 


2 


12 


20 


— 


— 


— 


X-Y-Ala-Pn>X-Y 


41-20 


— 


41 


— 


— 


— 


— 


X-Y-Arg-Gly-X-Y 


41-30 


425 


1 


2 


— 


— 


— 


X-Y-Gly-AlaOC-Y 


0,1-20 


4 


7 


10 


— 


— 


— 


X-Y-Gly-Glu-X-Y 


41-25 


2 


4 


10 


— 


— 


— 
200 


X-Y-Gly-GIy-X-Y 


1,0-200 


75 


26 


30 


100 


— 


X-Y-Gly-Ser-X-Y 


1,0-50 


1 


2 


5 


— 


— 


— 


X-Y-GIy-Leu-X-Y 


1,0-100 


5 


10 


20 


75 


— 


75 


X-Y-Gly-Pro-X-Y 


0,1-20 


1 


2 


5 




— 


— 


X-Y-Gly-TTir-X-Y 


41-20 


1 


2 


5 


— 


— 


— 


X-Y-Gly-VaWC-Y 


42-50 


2 


5 


5 


— 


— 


— 


X-Y-Pro-Gly-X-Y 


42-30 


W 


3 


3 


— 


— 


— 


X-Y-Pro-Uu X-Y 


41-20 


1 


2 


5 








X-Y-Val-GfrX-Y 


41-2 




42 










X-YrVal-Pro-X-Y 


41-2 




43 










X-Y-Gly-Gly-Gly-X-Y 


2.0-100 


10 


15 


20 


50 






X-Y-Gly-Ala-Alt-X-Y 


0,1-20 


42 


1 


2 








X-Y-GJy-Asp-Ser-X-Y 


0,01-400 






2 








X-Y-Gly-His-Lys-X-Y 


4001-360 




2 


5 


100 


2 


360 


X-Y-Gly-Pro-AIa-X-Y 


0,1-50 


0,2 


1 


2 








X-Y-Gly-Ser-Ala-X-Y 


0,1-50 


43 


1 


2 








X-Y-Gly-Gly-A)a-X-Y 


0,1-50 




1 


2 








X-Y-Ala-Ala-Gly-X-Y 


0,1-50 




1 


2 








SXripeptidfraktion 
'Hautpartialhydrolysat 






2 










1,0-500 




500 











Key: 1 Peptides 

2 Range 

3 Tripeptide fraction 
Skin partial hydrolysates 



Table 8. Examples 37-42 (in each case in mg/L preparation) 



Peptide^ 


©Bertich 


EP-1 


EP-2 


EP-3 


EP-4 


EP-5 


EP6 


X-Y-Ala-PK>-X-Y 


1-40 


3 


10 


15 


40 






X-Y-Gly-Gly-X-Y 


10-300 


5 


40 


200 


200 


200 


400 


X-Y-Gly-Val-X-Y 


5-340 


4 


25 


25 




25 




X-Y-Val-GIy*X-Y 


2-20 


2 


10 


10 




10 




X-Y-Val-Pro-X-Y 


1-30 


3 


3 


3 









Key: 1 Peptides 
2 Range 
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Table 9. Examples 43-48 (in each case in mg/L preparation) 





50,0 


1600 


1600 


1600 


1600 




0.5 


0.8 


03 


03 


13 




0,5 


03 


03 


03 


t.o 




0.05 


0,08 


0,08 


038 


0,1 



Spurenelcmentc® ©Bereich CHU CTS-2 CTS-3 CTS4 CTS-3 CTS-6 

r Eisen-(lI)-Iactat 0,l-50mg 

Magnesiumsulfat tjO— 2000 rag 

/^Natriiimmolybdat 0,1-1 mg 

^Mangansulfet 1,0-lOmg 

Zlnksulfat 0,l-10mg 

^Cobaltsulfat 0,01 -05 mg 

Key: 1 Trace elements 

2 Range 

3 Iron(II) lactate 
Magnesium sulfate 
Sodium molybdate 
Manganese sulfate 
Zinc sulfate 
Cobalt sulfate 



Table 10. Examples 49-54 (in each case in mg/L preparation) 



/8 



Spurenelcmentc 



Bereich 



BTS-1 



BTS-2 



BTS-3 



BTTS-5 



BTS-6 



Eisen-{lJ>lactat 

Magnesiumsulfat 

Natriumrooiybdat 

Mangansulfat 

Zinbulfat 

Cobaltsuifat 



0,1— 50mg 
1,0-2000 mg 
Otl^lmg 
1,0— lOmg 
01— 10 nag 
0,02-0,5 mg 



10£ 

05 
1,0 



203 


503 


203 


203 


203 


503 


2000 


2000 


2000 


2000 


OA 


OA 


OA 


OA 


OA 


13 


13 


1.0 


13 


13 


0.2 




13 


1.0 


13 


0.1 


0.1 


0,1 


0,1 


0,1 



Key: 1 Trace elements 

2 Range 

3 Iron(II) lactate 
Magnesium sulfate 
Sodium molybdate 
Manganese sulfate 
Zinc sulfate 
Cobalt sulfate 



Table 1 1 . Examples 55-60 (in each case in g/L preparation) 



A nt ir«rkianti fn. 1 1 ) 
RadikamogerundHilfsstoffe 


©Beitidi 


CAH-1 


CAH-2 


CAH-3 


CAH-4 


CAH-5 


CAH- 


/Natriumascorbat 


03- 


-30g 


1JD 


l/> 


03 








I Mannit 


10,0 


-30g 


20,0 


20,0 


15,0 










10,0 


-500g 






ISO 


I00j0 


50,0 




\Glycerin 


10,0 


-900g 


500 


500 


80,0 


100,0 


10Q.O 


900.0 


vNatriumlactatldsung 


10.0 


-5O0g 


200 


20,0 


15.0 








GtronensSure 


1,0- 


■100 g 




204) 


15,0 


1.0 


U> 




Ethanol 


tfl- 


-300 g 




16j0 


12,0 








Panthenol 


10,0 


-500 g 






105,0 


110,0 


2O0J0 




Sojapeptide 


0.1- 


■300 g 


10 


ifi 




1,4 


1.4 


1.4 


Hydroxybcnzoesiure- 


1J0- 


•2g 


1J0 


20 




1.0 


1JD 




methylester-Natriumsak 


















y'henonip 


2jQ- 


4g 


2fi 




2,0 


2,0 


2J0 


2J> 



Key: 1 Antioxidants, radical scavengers and adjuvants 

2 Range 

3 Sodium ascorbate 
Mannitol 
Sorbitol 
Glycerol 

Sodium lactate solution 

Citric acid 

Ethanol 

Panthenol 

Soy peptides 

Hydroxybenzoic acid methyl ester sodium salts 
Phenonip 



Table 12. Examples 61-66 (in each case in g/L preparation) 

ADtkoidantiei^CT) (g^Bereich BAH- 1 BAH-2 BAH-3 BAH-4 BAH-5 BAH-5 

JUdikalftnger und HiKsstoffc 

Natriumascorbat 
Mannit 
^vSorint 
(Glycerin 

| Natriumlactatldsung 
QtronensSure 
Ethanol 
Panthenol 
Sojapeptide 
Hydroxybenzoesiure- 
methylester-Natriumsalz 
yPbenomp 



0.5-30* 


10 


3,0 




ifi 






10t0-30g 


20/) 


250 










10,0-500g 


lOjD 


1000 


50J0 


50.0 


50.0 




1 0,0-900 g 


sop 


50,0 


500 


50,0 


100,0 


2004) 


l(W-500g 


150 


20,0 


20,0 


20,0 


20,0 




i fluting 


100 


10.0 


10,0 


*° 


20 


2J0 


1,0-300 g 


12j0 


10,0 


10,0 








10,0-500* 




100,0 


200,0 


300,0 


2004) 


500,0 


0.1-50g 


1.0 


Ifi 


1*5 


1,4 


1.4 


i.4 


lj0-2g 


2,0 


1.0 


1.0 


1,0 


1J0 


10 


i0-4g 






2.0 


2,0 


20 


20 



Key: 1 Antioxidants, radical scavengers and adjuvants 
2 Range 
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3 Sodium ascorbate 
Mannitol 
Sorbitol 
Glycerol 

Sodium lactate solution 

Citric acid 

Ethanol 

Panthenol 

Soy peptides 

Hydroxybenzoic acid methyl ester sodium salts 
Phenonip 



Table 13. Example 66-72 (in each case in g/L preparation) 

19 

Wdtcrc InhaltsstoHe® ^ CM^2 ^S>3 CNIS4 CMS-5 ' CMS* 



giucosJT tfl+mg ~ 20A i5,o m toao isoo 

Galaktose l,Q-30g 5,0 - 20,0 - - 



Key: 1 Additional components 

2 Range 

3 Saccharides: 
Glucose 
Galactose 
Mannose 



Table 14. Examples 73-78 (in each case in \%, mg or g/L preparation) 

Wdter«Ii^^6ffc(T) @Berek* BMSl BMS-2 BMW BMS4 BMS.5 BMS-6 



(^Saccharide: 
V Glucose 

Galaktose 

Mannose 

@Nukleoudey Nucleoside: 
: Adenin 
Adenosin 
Cytidin 
Cytosin 
Guanin 
Guanosin 

Thymk&i 
Inosin 

(^)Proteine/Mucopolysaccharide: 
Hyaluronsaure ' . 
, Chomiroitinsulfat 



Entactin 

Fibrillin 

Vitronectin 

Fibronectin 

Ntdogen 

Tanescin 

Filagrin 



l,0^-200g 

Q£-50g 

0£-50g 

54— 50mg 
5,0-40 mg 
5,0— 30 mg 
5,0— 30 mg 
3,0^25 mg 
3,0— 25mg . 
54— 50 mg 
5J0— 50nijg 
104-100 rag 

14-50g 
l,0-50g 
14^50 |ig 
14-50 ug 
1,0-50 jig 
l4-50|ig 
U0- 100 tig 
t,0-50ug 

tjo-sbjig 

U0-5QM 



5,0 


504 


■ — v." 


1004 


504 






24 




IAA 






05 


24 










15,6 




304 


240 


204 


• — - 


18,0 


204 


304 




204 


404 


204 




254 


30,0 


254 




204 




254 




254 




15^ 


t ■ 


254 


20,0 




. — 


184 


■ — 


254 




25,0 


— ■ '" 


20,0 




404 


404 


35,0 


504 


20,0 




504 




3OJ0 




504 


100,0 


604 


70,0 


50fi 


1004 




1A 


34 










M> 


10,0 


104 


5fl 






ifi 


34 


34 


3fi 


54 




1.0 


14 


14 


1.0 


M> 






1,0 


14 


Sfi 


54 




i/> 
ip 


104 


304 


20.0 


254 




1004 


tooo 


30ft0 


3004 




■ ifi 


24 


24 ' 


Sfi 


54 




1.0 


2,0 


24 


3S> 


34 




IjO 


24 


2,0 


2fi 


24 



Key: 1 Additional components 

2 Range 

3 Saccharides: 
Glucose 
Galactose 
Mannose 

4 Nucleotide/nucleoside: 
Adenine 
Adenosine 
Cytidine 

Cytosine 

Guanine 

Guanosine 

Thymine 

Thymidine 

Inosine 

5 Protein/Mucopolysaccharides: 
Hyaluronic acid 
Chondroitin sulfate 
Laminin 

Entactin 
Fibrillin 
Vitronectin 
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Fibronectin 
Nidogen 
Tanescin 
Filagrin 

Manufacture of Preparation A 

1 kg of denatured collagen (gelatin) is suspended in 9 kg IN HC1 solution, and the 
solution is dissolved. The solution is rapidly heated to 100°C in a hermetically sealed vessel 
under stirring, the temperature is kept constant for 3 h, and then cooled again to room 
temperature and neutralized with 6N NaOH solution. The preparation is desalted by gel 
chromatography or other suitable methods and/or the volume is brought to 20 L with distilled 
water, 0.2% preservative (for example phenonip or hydroxybenzoic acid ester) is used for 
preservation, and then the preparation is subjected to sterile filtration. Figure 1 gives an overview 
of the amino acids and peptides in preparation A. Figure 1 is the result of two-dimensional thin 
layer chromatography. Figure 2 with a standard amino acid mixture is used for comparison, 
where the mixture was chromatographically separated under the same conditions. In contrast, 
Figure 1 A shows the amino acids and peptides after insufficient partial hydrolysis. 
The biological efficacy of preparation A was tested by a determination of the metabolic 
activation in rat liver mitochondria. Preparation A caused a 60% increase in metabolism 
compared to the control. 

For the stabilization of the peptides, preparation A contained the recipe fraction CAH-1 
(Table 1 1, Example 55). 

Manufacture of preparation B 

Preparation B contains the recipe fraction CAS-1, CTS-2, CAH-2 CMS 2 and CP-1. 
Use 0.6 kg distilled water and first dissolve the easily soluble amino acids. The amino acids AO 
which are difficult to dissolve (aspartic acid, glutamic acid, leucine, phenylalanine, tyrosine, 
valine) are predissolved into 2N NaOH solution. After the addition of citric acid, the pH of the 
solution is maintained at 5-9 with ION NaOH and is adjusted to 6.5 after complete dissolution of 
the citric acid. Then the following were added: mannitol, glucose, ascorbate, sodium lactate, 
ethanol, glycerol, soy peptides, dipeptides, tripeptides, tripeptide fraction, trace elements and 
hydroxybenzoic acid methyl ester sodium salt. The pH was adjusted to 6.5 with 6N HC1. The 
preparation was brought up to a total preparation quantity of 1 L with distilled water, and 
subjected to sterile filtration under sterile conditions. 
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Isolation of the tripeptide fraction A and the tripeptide fraction B 

The above described preparation A is separated, preferably by high resolution column 
chromatography, for example using silica gel 60 as absorbent and with elution solutions, 
preferably butanol/acetic acid/water 4:1 :1, and propanol/ammonia (25%) 7:3, in a at least two 
elution steps to isolate a tripeptide which can be characterized analytically as follows: 
After acid hydrolysis, 24 h in 6N HC1 at 105°C, three amino acids are released, which, as 
determined by one-dimensional thin layer chromatography, have the following hRf values: hRf 
values 34, 42, 1 1 for amino acids 1-3 in the mobile phase 96% ethanol/34% ammonia at the ratio 
of 7:3 and hRf values 32, 20 and 2 for amino acids 1-3 in the mobile phase 1-propanol/water in 
the ratio 7:3. After the sequence analysis, the numbering of the amino acids 1-3 corresponds to 
their positions in the tripeptide, starting with the amino-terminal amino acids. Thus, the 
tripeptide fraction A is identified as the tripeptide Gly-His-Lys. 

The corresponding steps are applied to identify the peptide fraction B as the tripeptide 
Gly-Asp-Ser. Instead of the isolated tripeptide, one can also use the corresponding tripeptides 
which are synthesized and purified according to conventional methods. 

Preparation of peptide-trace element complexes 

An additional process step in the manufacture of the peptide fraction consists in 
complexing either the isolated or the synthesized tripeptide with copper: 0.01 mol/L tripeptide 
mixed with 0.01 mol/L copper(II) acetate monohydrate and neutralized with 0.1N NaOH. The 
tripeptide fraction is stored in small portions at cool temperatures. 

Demonstration of the action of preparation A, preparation B and the tripeptides 

The biological efficacy of the tripeptide was tested on human skin fibroblasts, among 

other cells, in the cell culture test (Figure 3). After the addition of 10-8 or 10-1 1 mol/L tripeptide 

to the cell culture nutrient medium, the collagen production of the human skin fibroblasts was 

increased by 50-250% compared to the control. 

The preparation B, in another biochemical investigation, revealed an 80% increase in the 

metabolism of liver mitochondria compared to the control. 

A slightly different preparation B, which contains the recipe fraction CAS-3, CP-5, 

CTS-3, CAH-3 and CMS-2 causes an 80% increase of the metabolism in liver mitochondria and, 

in addition, it has the capacity of producing up to 40% inactivation of the hydroxyl radicals 

(Figure 6). 

In this specific quantitative radical scavenger test, highly reactive hydroxyl radicals are 
released as a result of the action of the enzyme xanthinoxidase on the substrate xanthin in a chain 
reaction. The viscose hyaluronic acid in the aqueous test solution is decomposed by the hydroxyl 
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radicals within 40 min, where the degradation can be measured by the rapid, large decrease in the 
viscosity. The measured value of the decrease in the viscosity depends on the total amount of the 
hydroxyl radicals, and the quantity and the quality of any hydroxyl radical scavengers present, 
which clearly inhibit the decrease in the viscosity. 

Manufacture of preparation C 

Preparation C contains the recipe fractions AS-1, BP-2, BAH-1, BMS-1 and BTS-1. 
Use 0.6 kg of distilled water, and the easily soluble amino acids are added under stirring. The 
amino acids which are difficult to dissolve are predissolved in 2N NaOH. Guanine is dissolved in 
3N HC1 under heating to approximately 60°C. The predissolved amino acids are stirred into the 
preparation. After the addition of citric acid, the pH of the solution is regulated with ION NaOH 
so it does not fall below 5 and does not increase above 9. After complete dissolution of the citric 
acid, the guanine HC1 solution is stirred in, and the pH is adjusted to 6.5. The following are then 
added: mannitol, sorbitol, sodium lactate solution, glycerol, ethanol, sodium ascorbate, 
saccharides, peptides, nucleotides, tripeptide fraction, skin partial hydrolysate (with reference to 
the dry weight), trace elements and hydroxybenzoic acid methyl ester sodium salt. The pH is 
adjusted to 6.5 with 6N HC1, the preparation is brought up to a total volume of 1 L with distilled 
water and subject to sterile filtration under sterile conditions. 

The tripeptide fraction corresponds to the above description (see manufacture of the ( 
tripeptide fractions A and B). 

Manufacture of the skin partial hydrolysate 

Washed calf skin from which the subcutaneous fat tissues had been removed is crushed; 3 
kg of crushed tissue (wet weight) are suspended in 7 kg of 1.5N HC1, dissolved, and rapidly 
heated in a hermetically closed vessel under stirring to 100°C. After 3 h at 100°C, the 
preparation is again cooled rapidly to room temperature and neutralized with ION NaOH 
solution. After several filtration steps through deep layer filters, the purified extract is preserved 
with 0.2% hydroxybenzoic acid methyl ester sodium salt, the pH of the solution is adjusted to 
6.5, and the solution is subjected to sterile filtration under sterile conditions. After the 
determination of the dry weight, the corresponding volume of the skin partial hydrolysate - with 
reference to the dry weight - is introduced into the preparation. 

The biological efficacy of the semi-synthetic connective tissue extract was tested in rat 
liver mitochondria. An increase in the metabolic activity of approximately 80% was measured. 
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Application Examples 1 and 2 
Biotechnology in medicine 
Application Example 1 
Biotechnology 

To stimulate cell growth or the synthesis of metabolic products, approximately 1-5% of 
the preparation described in this invention is added to serum deficient or serum free cell culture 
media. The cell culture nutrient solution for skin fibroblasts has the following composition: 
94% Dulbecco's Minimal Essential Medium, including 2 mmol/L glutamine, 
5% fetal calf serum 

Application Example 2 
Medicine 

To promote wound healing, approximately 2-5% of the described preparations or at least 
50-200 mg Gly-His-Lys/kg are incorporated into medicinal ointments, creams, lotions, tinctures, 
wound healing sprays, or dressings are impregnated therewith. 

Application Examples 3-5 
Cosmetics 

At least three properties of the effect of the preparations described in this invention 
suggest a possible successful application in skin care: the increase in the metabolic activity, the 
radical scavenger effect, and the stimulation of collagen synthesis of fibroblasts. 

The cosmetic preparations for skin care: hydrating and day creams for dry skin, night 
creams, sun protection preparations, after-sun lotions, anti-wrinkle creams, skin protection 
creams and aftershave lotions should contain a minimum concentration of 2-5% of the 
preparations described in this invention. 

Application Example 3 
Hydrating Cream 

A. Paraffin liquid 1.5% 
Lanette O 3.0% 
Isopropylmyristate 4.0% 



AbilAV200 



1.0% 



Aracel 165 



6.5% 



EmulsifierG-1790 



3.8% 



Propyl-4-hydroxybenzoate 
Oxynex 2004 



0.05% 



0.02% 
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B. Allantoin 



0.3% 



Karion F liquid 
Methyl-4-hydroxybenzoate 
Demineralized water 
C. Collagen 



6.0% 



0.2% 



65.43% 



5.0% 



Preparation B. 
D. Perfume oil 



3.0% 



0.3% 



Manufacture 

Melt phase A at 80°C and heat phase B to 80°C. Add B under stirring to A. At 30°C, stir 
phases C and D. 



Application Example 4 




Day Cream for Dry Skin 




A. Tegomuls 90 S 


6.25% 


Sunflower seed oil 


5.0% 


Peanut oil 


5.0% 


Wheat germ oil 


5.0% 


Shea butter 


5.0% 


Phenonip 


0.3% 


B. Water, demineralized 


66.85% 


D-Panthenol 50% 


1.0 


Aloe vera 


2.0% 


Phenonip 


0.3% 


C. Preparation C 


3.0% 


D. Perfume oil 


0.3% 


Manufacture 





Melt phase A at 75°C and heat phase B to 75°C. Stir B into A. Add under stirring, C at 
45°C and D at 35°C. 

Application Example 5 /13 

Sun Protection Cream 

A.Ariacel481 8.0% 

CremophorW0 7 2.0% 

Elfacos ST 9 2.0% 
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Iso-adipate 12.0% 
Permulgin 3220 2.0% 
White Vaseline 5.0% 
Magnesium stearate 0.5% 
Aluminum stearate 0.5% 
Isopropylmyristate 10.0% 
Univult 150 3.0% 

B. 1,2-Propylene glycol 5.0% 
Magnesium sulfate-7-hydrate 0.7% 
Phenonip 0.25% 
Water 45.75% 

C. Preparation B 3.0% 

D. Perfume oil 0.3% 

f 

Manufacture 

Phase A and phase B are separately heated to 75°C, and phase B is slowly added to phase A 
under stirring, followed by homogenization and cold stirring. Add under stirring, C at 45 °C and 
D at 35°C. 

Claims 

1. Preparation for cosmetics, pharmaceutical and biotechnological applications, 
characterized in that it contains the amino acid sequence Gly-His-Lys and/or Gly-Asp-Seer as 

12 2 

tripeptide and/or partial section of peptides at a concentration of 10" to 1 0" mol/L. 

2. Preparation according to Claim 1, characterized in that, after a mild hydrolysis of 
collagen, gelatin, hydrolyzed gelatin, elastin, keratin and connective tissue in 0.5-6.0N HC1 for 
0.1 h to 7 days at 20-121°C, it contains peptides and amino acids at a concentration of 10" 12 to 1 
mol/L. 

3. Preparation according to one of the preceding claims, characterized in that it contains 
peptides at a concentration of 10" 12 to 10" 2 mol/L, which are obtained as a partial hydrolysate by 
enzymatic treatment with collagenase of Clostridium histolyticum. 

4. Preparation according to one of the preceding claims, characterized in that the 
preparation contains mineral substances and trace elements each at a concentration of 10" 7 to 10" 1 
mol/L, preferably Mg, Mn, Cu, Co, Fe, Se, Mo and/or Zn preferably in the form of complexes 
with the peptides. 

5. Preparation according to one of the preceding claims, characterized in that it preferably 
contains, to increase the efficacy, the following components of skin and of connective tissues in 
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their natural or hydrolyzed form at a concentration of 10" 12 to 2 mol/L: saccharides, sucroses, 
polysaccharides, mucopolysaccharides, laminin, entacin, fibrillin, vitronectin, fibronectin, 
nidogen, tanescin, filagrin, cytokines, chalcones, cell growth stimulating, cell growth inhibiting 
substances, immunomodulators of the skin, lipids, phospholipids, ceramids, glycosphingolipids, 
DNA, RNA, nucleotides, nucleosides, amino acids and/or enzyme of the skin. 

6. Preparation according to one of the preceding claims, characterized in that it contains, 
for reducing the adsorption of active peptides on the internal surface of glass vessels or plastic 
vessels, 0.01-30% of a peptide mixture, preferably 0.5% soy peptide. 

7. Preparation according to one of the preceding claims, characterized in that it contains, 
for the reduction of the hydrolysis and the inactivation of the peptides, in each case 1-90% of 
water soluble antioxidants, radical scavengers and/or radical quenchers, preferably ascorbic acid, 
glycerol, mannitol and/or sorbitol. 

8. Preparation according to one of the preceding claims, characterized in that, for the 
application, the concentration of the isolated peptides or the peptides in the partial hydrolysates 
is 10~ 12 to 10" 1 mol/L, preferably lCf 7 mol/L for the cosmetic application and 10' 3 mol/L for the 
pharmaceutical application, with reference to the concentration of the peptides in the cosmetic, 
pharmaceutical and biotechnological end products. 

9. Preparation according to one of the preceding claims, characterized in that the 
spectrum of activity of the preparation is broadened in comparison to the unhydrolyzed starting 
materials, preferably with regard to an increase in cell respiration, stimulation of collagen 
synthesis and/or radical scavenger effect. 
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Figure 1 . 2-dimensional thin layer chromatography of partially hydrolyzed gelatins 



1. Dimens 
| 

e 

v 
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1 

1 

< 

\ 
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1 
| 

\ 


on: 1-Propanot/Ammoniaktsg. (25 Xig) 7:3 
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®2. Dimension: 1-Butanol/Essigsaure/Wasser 4:1:1 



Key: 1 Dimension 1: 1-propanol/ammonia solution (25%) 7:3 
2 Dimension 2: 1 -butanol/acetic acid/water 4:1:1 



Figure 1 A: 2-dimensional thin layer chromatography of partially hydrolyzed gelatins 
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i 
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Key: 1 
2 



Dimension 1: 1-propanol/ammonia solution (25%) 7:3 
Dimension 2: 1-butanol/acetic acid/water 4: 1 : 1 
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Figure 2. Standard amino acid mixture after 2-dimensional thin layer chromatography, similar to 
a collagen total hydrolysate 



1. Dimens 

f 


on: t-Propanol/Ammoniaklsg. (25 %ig) 7:3 

Eichlosung Aminosauren: 

1. L-Atanin. 
C\ 2. L-Lysin 
Q ] 3. L-Arginin 

r%wp 4 - L " Serin 
[16] 5. L-Prolin 

& l\ ^7. L-Methionin 
; 8. L-Histidin 
G) \ ) 9. L-Threonin 
¥\ 10. L-lsoleucin 
rf \ 11. L-Asparaginsdure 

13. L-Phenylalanin 

14. L-Tryptophan 
(J") k] 15. L-Glutaminsaure 

^4 QD V 1B - L " Va,ln 

17. L-Tyrosin 

18. L-Hydroxyprolin 

19. L-Asparagin 




2. Dimension: 1-Butanol/Essigsdure/Wasser 4:1:1 



Standard solution amino acids: 

1 . L-alanine 

2. L-lysine 

3. L-arginine 

4. L-serine 

5. L-proline 

6. Glycine 



7. L-methionine 

8. L-histidine 

9. L-threonine 

10. L-isoleucine 

11. L-aspartic acid 

12. L-leucine 

13. L-phenylalanine 

14. L-tryptophan 

15. L-glutamic acid 

16. L- valine 

17. L-tyrosine 

18. L-hydroxyproline 

19. L-asparagine 



Key: 1 Dimension 1 : 1-propanol/ammonia solution (25%) 7:3 
2 Dimension 2 : 1 -butanol/acetic acid/water 4:1:1 
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Figure 3. Effect of the isolated tripeptide on the collagen synthesis of fibroblasts of the human 
skin. 

Figure 3.1. 
0Hydroxyprolin (nmol) 




10 



i 1 — i 1 — i — 

•12 -11 -10 -9 -8 



(D Tripeptid-Konzentration 



Key: 1 Hydroxyproline (nmol) 
2 Tripeptide concentration 



(mol/l) 



Figure 3.2. 
QHydroxyprolin (nmol) 
6- 




10 



■12 -11 -10 -9 -8 



©Tripeptid-Konzentration 



(mol/l) 



Key: 1 
2 



Hydroxyproline (nmol) 
Tripeptide concentration 



27 



Figure 4. Amino acid partial sequence (Positions 1-360) of collagen type I, a -1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 It 12 13 1* 15 



(extra-helical 
leu-ser -tyr 
gly-pro -met 



15 gly-ola -hyp 

30 gly-GLU-hyp 

45 gly-pro -hyp 

60 gly-ARG-hyp 

75 gly-leu -hyp 

90 gly-phe -ser 

105 gly-pro -LYS 

120 gly-gln -met 

135 gly -tila -hyp 

150 gly 



peptide, N-terminal): 

-gly-tyr -ASP-GLU-LYS-ser -thr-gly -ile - 
-gly-pro -ser -gly-pro -ARGfgly-leu|-hyp - 
-gly-pro -gin -gly-phe 

gly-ala -ser -gly-pro 

gly-LYS -asn -gly-ASP 
-gly-GLU -ARG-gly-pro 



-gly-thr -ala -gly-leu - 



-gly-leu -ASP-gly-ala 
-gly-GLU -hyp -gly-ser 
-gly-pro -ARG-gly-leu 
-gly-pro -ala -gly-ala 
ala -ala -gly -pro -hys -gly-pro 

gly-ola 



165 gly-phe -hyp 

180 gly-ala -ARG 

195 gly-pro -hyp 

210 gly-ala -ASP 

225 gly-ile -ala 

240 gly-pro - GLU 

255 Igty-GLUi-hyp - 



-gly-ala -val 
-gly-ser -GLU -gly-pro 
-gly-pro -alal -gly-ala 



-gin -gly 
-met-gty 
-ASP-gly 
-hyp -gly 
hyp -gly 
LYS-gly 
•hyp -gly 
•hyp -gly 
ARG-gly 
thr -gly 
•LYS-gly 

•gin -gly 



-ala -gly 



270 gly-GLU-hyp 

285 gly-GLU«-GLtJ 

300 gly-leu -hyp 

315 gly-phe -hyp 

330 gly-GLU -ARG 

345 gly-GLU -ala 



-gly-gln -hyp -gly-ala 
-gly-ala -hyp -gly-phe - 
-gly-pro -ser -gly-ata • 
gly-ala -hyp -gly-asn - 
gly-pro -ala -gly-vol ■ 
gly-LYS -ARG -gly-ala - 
gly-pro -hyp -gly-GLU- 
gly-ala -ASP-gly-val - 
gly-ser -hyp -gly-pro ■ 
gly-ARG-hyp -gly-GLU - 



•LYS-gly 
•hyp -gly 
•hyp -gly 
•LYS-gly 
•gin -gly 
ARG-gly 



-pro -hyp 
-pro -ARG 
-GLU -ala- 
-pro -gin 
-met -HYL 
-ASP-alo 
-GLU -asn 
-GLU -ARG 
-asn -ASP 
-pro -thr 
-GLU-ala 
-val -ARG 
pro -ala 
ala -asn- 
ala 



(GLU- 
ser-val -pro-) 
gly-pro -hyp- 
gly-GLU-hyp- 
gly-pro -hyp- 
gly-LYS -pro- 
gly-ala -ARG- 
gly-HIS-ARG- 
gly-pro -ala- 
■gly-ala -hyp- 
gly -ARG-hyp- 
gly -ala -ala- 
■gly-pro -hyp- 
gly-pro -GLU- 
gly-GLU-hyp- 
gly-asn -hyp- 
gly-ala -hyp- 



-ARG-gly pro -ser 



-gly-asn -ser- 
-gly-ala -LYS- 
-gly-pro -ala - 
-gly-pro -ser- 
ARG}gly-gly |-hyp -gly-ser-ARG- 
gly-pro -ala- 



pro -LYS 
ASP-thr 
•pro -hyp 
GLU -hyp 



ala -gly 
ala -gly 
ala -gly 



•pro -LYS 
•pro -LYS 
•leu -hyp 



gly-ser I -hyp- 
-gly-ala -LY5- 
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Figure 5. Amino acid partial sequence (Positions 1-360) of collagen type I, a -2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 



(extra- helical peptide, N-terminal): 

(GlU-phe-ASP-aia-LYS-gly -gly-gly -pro-) 



gly 
15 jly 
30 



•pro -met 
•ala -hyp 



-9 

-g 



45 gly 

60 gly 

75 gly 

90 gly 

105 gly 

120 gly 

135 gly 

150 gly 

165 gly 

180 gly 

195 gly- 

210 gly 
225 



gly-GLUfhyp -g 
-9 



gly 

240 # 

255 gly- 

270 gly 

285 gly- 

300 gly- 

315 gly- 

330 gly- 

345 gly- 



pro -hyp 
ARG-hyp 
■phe -hyp 
HIS -asn 
val -HYL 
gin -HYL 
ala -hyp 
pro -val 
phe -hyp 
asn -hyp 
leu -hyp 
pro -asn 
-vail -ala 



-9 
-9 
-9 
"9 
-9 
-9 
-9 
-9 
-9 
-9 
-9 
-9 



■pro -val 
GLU-hyp 
•GLU-hyp 
GLU-GLU 
pro -hyp 
leu -hyp 
ser -ARG 
ASP-ser 



-9 



-9 
-9 
-9 
•9 
-9 



9 



-9 



ly-leu -met -gly-pro 
ly-pro -gin -gly -phe 
ly-gln -thr -gly-pro 



ly-LYS |-ola -gly-| GLU 
ly-GLU -ARG-gly-vol 
ly-thr -hyp-gly-leu 
ly-leu -ASP-gly-leu 
ly-GLU -hyp -gly-ala 
ly-ala -ARG-gly-leu 
ly-pro -ala -gly-ala 
[y-pro -ala -gly-pro 
ly-ala -hyp -gly-pro 
ly-pro -ala -gly-pro 
ly-leu -ser -gly-pro 
ly-leu -hyp -gly-ala 
ly-ala -hyp -gly-leu 
ly-ala -aid -gly-ala 



-ARG-g 
-gin -g 
-ala -g 
-ASP-g 
-pro -g 
-hyp-g 
-thr -g 
-hyp-g 
-hyp-g 
-ARG-g 
ileFg 



ly-pro -ala -gly-ser 
ly-ala -val -gly-gln 
ly-LYS-ARG-gly-ser 



-HYL-g 
-ala -g 
-val -g 
-HYL-g 
-hyp-g 
-thr -g 
-HYL-g 
-hypfg 



ly-pro -hyp -gly-leu 



thr -g 

ARG-g 

ly-ala -ASP-gly-ARG-ala -g 
ly-thr -ser -gly-pro -ala -g 
ly-ARG-hyp -gly-GLU -hyp -g 



ly-pro 

ly-pro 

ly-ala 

y-HlS 

iy-pro 

y-phe 

y-gln 

y-GLU 

y-GLU 

y-ser 



-hyp -gly-ala] -ser- 



-hyp -gly- 



- ARG-gly 



y-ser - 



ly-GLU- 
y-pro - 
ly-pro - 
y |-ola • 



hyp -gly- 
gln -gly 
HYL -gly 
hyp -gly 
asn -gly- 
ARG-gly 
ASP-gly- 
ala -gly- 
leu -gly- 
ARG-gly- 
hyp -gly- 
iia|-gly- 



y-pro 
ly-ala 
y-GLU 



ly-pro 



ly-GLU 

y-asn 

ly-val 

!y-val 

y-leu 



-ARG-gly 
■ARG-gly- 
-ser -gly- 
hyp -gly- 
■ile -gly- 
-hyp -gly- 
■met -gly- 
ARG-gly 
met -gly- 



Wl -hyp- 
pro -hyp- 
LYS -pro- 
-ala -ARG- 
-ile.-ARG- 
-ala -hyp- 
-thr -hyp- 
•ARG -val- 
•ser -val- 
•pro -hyp- 
pro -val- 
GLU -val- 
•asn -ala- 
■leu -hyp- 
ile -hyp- 
leu -val- 
asn-LYS- 
pro -ser- 
pro -ala- 
ser-ARG- 
pro -ala- 
pro -asn- 
pro-ARG- 
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Figure 6: Determination of the radical scavenger effect 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Peptid-Praparate und Verfahren zu deren Herstellung. 

Bei der Suche nach wirksamen Inhaltsstoffen aus tierischen Geweben fur die Anwendung in der Median, 
Biotechnologie und Kosmetik wurden in den vergangenen Jahrzehnten eine groBe Zahl v n Substanzen und 
Substanzgemischen extrahiert, votistandig oder partiell charakterisiert und erfolgreich angewandt Stellvertre- 
tend seien nur einig wenige Substanzen erwahnt, wie Epidermal Growth Factor, Kollagen Typ I und Typ III und 
Hyaluronsaure (British Medical Bulletin, vol 45, no. 2, 1989, "Gr wth Factors", ed. M. D. Waterfield, Churchill 
Livingstone, Edinburgh; Collagen in Health and Disease, eds. J. B. Weiss and M. I. V. Jayson, Churchill Livingsto- 
ne, Edinburgh, 1982; Methods in Enzymology, voL 82, 1982, "Structural and Contractile Proteins, Part A", eds. 
L W. Cunningham and D. W. Frederiksen, voL 144, 1987, "Structural and Contractile Proteins, Part D", ed. L W. 
Cunningham, Academic Press, Ina, Orlando). 

Viele der bisher gefundenen Wirkstoffe sind sehr komplexe Molekflle, wie Proteine, Polypeptide oder Muco- 
polysaccharide, die aus kleinen Bausteinen von den Gewebezellen synthetisiert werden. Das Ziel bisheriger 
Bemuhungen war im wesentlichen die Extraktion, mit eventuell anschlieBender chemisch-physikalischer Modifi- 
kation dieser komplexen Molekiile, urn sie dann sinnvoll anzuwenden. 

Durch enzymatischen oder chemisch-physikalischen Abbau verlieren diese Makromolekule jedoch in der 
Regel ihre Wirkung oder erfahren WirkungseinbuBen oder Wirkungsverschiebungen. Wenn zum Beispiel Kolla- 
gen zu Gelatine abgebaut wird, verringert sich das f Or die Kosmetik wichtige Wasserbindevermogen [ParfUme- 
rie und Kosmetik 65 (7), 1984, 391 bis 401, Alexander Berg: "Einsatz von Proteinen in der Kosmetik"; RAK - 
Riechstoffe, Aromen, Kosmetica (7), 1977, R. Riemschneider, W. H. Chik: t)ber das Wasserbindevermogen 
ldslicher KollageneT- Beim weiteren Abbau von Gelatine zu Gelatinehydrolysat werden Peptide mit einem 
Molekulargewicht von 500 bis 30 000 Dalton freigesetzt, die im Vergleich zur Gelatine ein besseres Aufziehver- 
mdgen fur Haare besitzen und daher im Bereich der Haarpflege groBe Bedeutung erlangt haben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Entdeckung, daB die unter definierten Bedingungen gewonne- 
nen Partialhydrolysate, die daraus isolierten Peptide und die Mischungen von Aminosauren und Peptiden, deren 
Aminosauresequenzen mit den Teilabschnitten der Protein-Aminosauresequenz ubereinstimmen, neue Wir- 
kungseigenschaf ten besitzen, die Ober die Wirkung der intakten Proteine deutlich hinausgehen. 

Als Beispiel wird kurz auf Kollagen Typ I hingewiesen. 

Kollagene, von denen mindestens 13 unterschiedliche Typen isohert und charakterisiert wurden, dienen 
vorwiegend als Strukturproteine im Bindegewebe multizellularer Organismen. Spezifische Zellen, wie zum 
Beispiel Fibroblasten in der Dermis, synthetisieren die nadelfdrmigen Proteinmolekule, die aus drei miteinander 
verdrillten, kabelahnlichen Polypeptiden zusammengesetzt sind. Bei Kollagen Typ I besitzen zwei der drei 
Polypeptide identische Aminosauresequenzen und werden als alpha- l(I)-PoIypeptide bezeichnet (Fig. 4), wah- 
rend das dritte Polypeptid, alpha^I), eine andere Aminosauresequenz hat (Fig. 5). Jedes Polypepud enthalt etwa 
1000 Aminosauren. Das gesamte Protein hat eine Lange von ca. 03 |im und einen Durchmesser von ca. 
0,0015 urn. 

Wegen der filmbildenden Eigenschaf ten und des groBen Wasseraufnahmevermogens wird Kollagen in bedeu- 
tenden Mengen in der Kosmetik eingesetzt Die kosmetische Wirkung von Kollagen war bisher im wesentlichen 
auf diese Eigenschaften beschrankt, bedingt sowohl durch die chemische Struktur des Kollagens als auch durch 
die MolekulgrGBe, die ein Eindringen in die Haut verhindert. 

Wenn dagegen ein Partialhydrolysat von Kollagen unter genau definierten Bedingungen hergestellt wird 
(siehe Herstellung Praparat A) oder ein Gemisch aus Aminosauren und Peptiden zubereitet wird (Herstellung 
Pr^parat B% dessen Aminosaurezusammensetzung der Kollagen-Arninosaure-Anaryse annahernd entspricht 
und dessen Peptide Aminosauresequenzen haben, die mit bestimmten Kollagen-Aminosauresequenzen exakt 
abereinstimmen (Fig. 4 und 5), so weisen diese Praparate neue positive Wirkungen und Eigenschaften auf. 

Diese Wirkungen sind zum Teil in Tabelle 1 zusammengefaBt Die wirksamen Praparate werden darin 
Praparat B und GHL-Peptid (GHL=Glycyl-Histidyl-Lysin=-Tripeptidfraktion A) genannt, und sie werden mit 
den Eigenschaften des nativen Kollagens verglichen. 
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Tabelle 1 

Wirkungsvergleich zwischen nativem Kollagen, Praparat B und dem GHL-Peptid 



Wirkung/Eigenschaften 



Feuchugkeitsriickhaltevermdgen 
Zellatmungsaktivierend 

(Stimulierung des Zellstof fwechsels) 
Pufferkapazitat 

Stimulierung der Kollagensynthese bei Fibroblasten 
Forderung der Wundheilung 
Radikalfangerwirkung 
Superoxid-Dismutgase-Wirkung 
Immunstimulierende Wirkung 
Penetrationsvermdgen (Epidermis) 
Gefahr durch Kontamination mit Saugetierviren 
Denaturiemng bei 30— 37° C 

P = Positive Eigenschaft 
N — Negative Eigenschaft 
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Diese Partialhydrolysate, isolierten Peptide und Praparate aus Aminosauren und Peptiden sind von besonde- 
rer Bedeutung 25 

1. fur die Biotechnologie, als Zusatz fur Zellkultur-NahrlSsungen fur serumarme oder definierte, serumfreie 
Zellkultur-Nahrmedien (Applikationsbeispiel \\ 

2. fur die Medizin, als wundheilungsforderndes Mittel (Applikationsbeispiel 2), zur Immunstimulation und 
Wirkstoff zur Erhohung der korpereigenen Erythropoetinbildung, und 30 

3. fur die Kosmetik, zur Pflege der Haut, als Anti-Aging-Faktor und Radikalfangerkomplex (Applikations- 
beispiele 3 bis 5). 

Grundsatzliche Methoden der Herstellung 

35 

1. Synthetische Herstellung 

Die Komponenten der Rezeptur (Tabellen 2 bis 14: Rezepturfraktionen) werden in geeigneter Weise vorge- 
Iost und gemischt Einzelne Komponenten der Rezeptur, wie zum Beispiel die Tripeptidfraktion A und Tripep- 
tidfraktion B, werden nach der Partialhydrolyse (grundsatzliche Methoden der Herstellung 3 bis 5) mit Hilfe 40 
chromatographischer Methoden gereinigt, isoliert, konzentriert und anschlieBend dem Praparat zugegeben. 

2. Halbsynthetische Herstellung 

Komponenten der Rezeptur werden mit gentechnologisch gewonnenen Substanzen und/oder mit Partialhy- 45 
drolysaten (siehe grundsatzliche Methoden der Herstellung 3 bis 5) gemischt 

3. Partialhydrolysat mit verdunnter Salzsaure 

Tierhaut oder Tierlunge, Kollagen, Gelatine oder Elastin werden, wie in Anspruch 2 beschrieben, hydrolysiert, 50 
anschlieBend filtriert, neutralisiert und mit Hilfe zum Beispiel der Umkehrosmose entsalzt Gegebenenfalls 
erfolgt eine Behandlung mit ln-NaOH, eine Stunde bei Zimmertemperatur, mit anschlieBender Neutralisation 
und erneuter Entsalzung. 

4. Enzymatisches Partialhydrolysat mit Kollagenase aus Clostridium histolyticum 55 

Dieses Enzym spaltet die sich wiederholende Gly-X-Y-Gly-X-Y-GIy-X-Y-Gly-Aminosauresequenz des Kol- 
lagens zwischen dem Y und Glycin (X, Y stehen fur unterschiedliche Aminosauren in der Kollagen- Aminosaure- 
sequenz). Tierhaut oder Tierlunge bzw. Kollagen Typ I wird in Tris-HCl- Puffer, pH 7,6, in Anwesenheit von 
CaCl 2 90 Minuten bei 37° C mit Kollagenase behandelt und die Losung anschlieBend 24 Stunden bei +4°C eo 
dialysiert, konserviert und sterilfiltriert. 

5. Partialhydrolysat von Hautkeratin mit Pepsin 

Tierepidermis wird im Citrat-HCl-Puffer, pH \& 24 Stunden bei Zimmertemperatur mit Pepsin behandelt 65 
(Verhaltnis Pepsin zu Substrat 1 : \0\ dialysiert, 24 Stunden bei pH 10,5 bei Zimmertemperatur gelagert, 1 
Stunde mit ln-NaOH bei Zimmertemperatur behandelt, neutralisiert entsalzt und sterilfiltriert 
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6. Gentechnisch gewonnene Proteinsequenzen 

Geeignete Mikroorganismen werden nach bekannten Techniken so behandelt, dafl sie veranderte Kollagen-, 
Elastin- und Hautk ratinmolekule synthetisieren, die eine groBere Anzahl wirksamer Peptidsequenzen entnal- 
tea Diese veranderten Proteine erhdhen die Ausbeute bei der Gewinnung wirksamer Peptidsequenzen durcn 
partielle Hydrolyse. 

7. Naturliches Praparat 

Das natarliche Praparat entspricht den Beschreibungen gemafl Anspruch 2 und den grundsatzlichen Metho- 
den der Herstellung 3 bis 5. 

Tabelle 2 



15 



Aminosauren 



Beispiele 1 bis 6 (jeweils g/L Praparat) 



Bereich 



CAS-1 



CAS-2 CAS-3 CAS-4 CAS-5 CAS-6 



20 



25 



30 



35 



L-Alanin 

L-Arginin HQ 

L-Asparaginsaure 

L-Cystein 

L-Glutamins^ure 

Glycin 

L-Histidin HCI 

L-Hydroxyprolin 

L-Isoleucin 

L-Leucin 

L-Lysin HQ 

L-Methionin 

L-Phenylalanin 

L-Prolin 

L-Serin 

L-Threonin 

L-Tryptophan 

LTyrosin 

L-Valin 



0-80 
0-80 
0-5 
0 

0-8 

0-100 

0-2 

0-55 

0-12 

0-12 

0-24 

0-4 

0-10 

0-70 

0-12 

0-10 

0 

0-3 
0-20 



4,1 
4,2 
23 

4,7 
10,6 
0,8 
6.2 
0,7 
1,5 

2a 

03 
03 
6,6 
1.4 
1.0 

0,2 
U 



5,1 

sa 

3,5 

5.9 
13,2 
1.0 

ea 

0^ 

13 

2» 
0,4 
1,1 
8,2 
\# 
U 

1,0 



7,0 
7,5 
4,0 

6,0 
65,0 

6,0 
2,0 
2,0 
4,0 

1.0 

3,0 
1,0 

1,0 
2,0 



9,0 
10,0 
5,0 

8,0 
35,0 
1,0 
15,0 
3,0 
2,0 
8.0 
1,0 
2,0 
15,0 
6,0 
3,0 

1.0 
4,0 



20,0 



50,0 80,0 



60,0 
10,0 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



Die in den Tabellen 2 bis 5 genannten Aminosauren stehen vorwiegend fur Aminosauren pflanzlichen 
Ursprungs. 

Tabelle 3 
Beispiele 7 bis 12 (jeweils g/L Praparat) 



Aminosauren 


Bereich 


EAS-1 


EAS-2 


EAS-3 


EAS-4 


EAS-5 


EAS-6 


L-AJanin 


0- 


100 


2J5 


10,55 


20,0 


25,0 


» 50,0 


50,0 


L-Arginin HCI 


0- 


50 


oa 


0,65 


1,5 


8,0 






L-Asparaginsaure 


0- 


5 


0,15 


0,5 


1,0 


5,0 






L-Cystein 


0- 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 






L-Glutaminsaure 


0- 


10 


03 


U 


3,0 


5,0 






Glycin 


0- 


100 


4,0 


12,75 


25,0 


40,0 


40,0 




L-Histidin HQ 


0- 


-1 


0,02 


0,06 


0,1 


0.15 






L-Hydroxyprolin 


0- 


10 


0,2 


0,75 


5,0 


10,0 






L-Isoleucin 


0- 


•15 


0.6 


1,85 


3,0 


5,0 






L-Leucin 


0- 


-12 


2,0 


43 


5,0 


5,0 






L-Lysin HCI 


0- 


•30 


0,1 


0,25 


2,0 


3,0 






L-Methionin 


0 
















L-Phenylalanin 


0- 


-10 


1,0 


235 


3,0 


3,0 






L-Prolin 


0- 


-40 


2,0 


5,8 


8,0 


20,0 


20,0 


40,0 


L-Serin 


0- 


-20 


0,2 


0,45 


1.0 


2,0 






L-Tryptophan 


















LTyrosin 


0- 


-3 


0,2 


0,65 


1,0 


1,5 






L-Valin 


0- 


-20 


3,0 


8,25 


10,0 


12,0 
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Tabelle 4 

Beispiele 13 bis 18(jeweilsg/L Praparat) 



Aminos&uren 


Bereich 


KAS-1 


V A C *> 


If AW 




KAS-5 


KAS-6 


L-/vianin 


0- 


-20 


02 


22 


7,0 


10,0 


10,0 





i_t-/vrginin n.v_a 


0- 


-20 


0,2 


2,15 


6,5 


8,0 


15,0 





T A enarairtncSiiro 
Lt'/VSpaTagUlSoUrc 


0- 


-5 


0.4 


335 


4,0 


4,0 





— 




0- 


-0,1 


0.1 


0,1 


0.1 


0,1 





— 


L-Glutaminsaure 


0- 


-8 


06 


6,25 


6,0 


6,0 








Glycin 


0- 


-100 


1 ft 

1,1/ 


100 


30,0 


35,0 




80.0 


L-rilSuuin n\A 


0- 


-1 


0,1 


1,0 


i,6 


1.0 






L- Hydroxyprolin 














i _ 





L-Isoleucin 


0- 


-10 


0.2 


1 85 


53 


6,0 









0- 


-12 


04 


335 


6,0 


8,0 








L-Lysin HC1 


0- 


-25 


0,25 


23 


12,0 


15,0 


20,0 




L-Methionin 


0- 


-4 


0,1 


0,5 


13 


2,0 






L-Phenylalanin 


0- 


-8 


oa 


1,5 


4.0 


2,0 






L-Prolin 


0- 


-22 


0,25 


2a 


8.0 


10.0 






L-Serin 


0- 


-15 


0.7 


6,7 


10,0 


12,0 


15,0 




L-Threonin 


0- 


-10 


0.2 


135 


5,0 


6,0 


10,0 


10.0 


L-Tryptophan 


0- 


-0,5 


0,05 


0,2 


0,2 


0,2 






L-Tyrosin 


0- 


-3 


0,2 


Ifi 


13 


13 






L-Valin 


0- 


-15 


0,2 


13 


3,0 


4,0 







10 



15 



20 



25 



Tabelle 5 

Beispiele 19 bis 24 (jeweils g/L Praparat) 



30 



Aminosauren 


Bereich 


BAS-1 


L-Alanin 


0-50 


4,1 


L- Arginin HC1 


0-50 


4,2 


L-Asparaginsaure 


0-5 


03 


L-Cystein 


0-0.1 


0.01 


L-Glutaminsaure 


0-6 


4,7 


Glycin 


0-80 


10,6 


L-HistidinHCl 


0-1 


0,8 


L-Hydroxyprolin 


0-50 


ea 


L-lsoleucin 


0-9 


0,7 


L-Leucin 


0-10 


13 


L-Lysin HC1 


0-25 


2a 


L-Methionin 


0-4 


03 


L-Phenylalanin 


0-10 


0$ 


L-Prolin 


0-70 


6,6 


L-Serin 


0-12 


M 


L-Threonin 


0-10 


1,0 


L-Tryptophan 


0-0.1 


0,001 


L-Tyrosin 


0-2 


0,2 


L-Valin 


0-15 


U 



BAS-2 BAS-3 BAS-4 BAS-5 BAS-6 
35 



53 


7.0 


11,0 


20,0 




5,2 


7.0 


10,0 


20,0 




33 


4.0 


4,0 






0.01 


0,01 


0.01 






5,0 


5,0 


5,0 






133 


20.0 


25,0 


40,0 


20,0 


1,0 


1,0 


1,0 






62 


10,0 


12,0 


10,0 




0,9 


2,0 


3,0 






2,0 


3,0 


4,0 






2,8 


5,0 


10.0 


20.0 




0,4 


0,6 


0,0 






\a 


13 


2,0 






83 


12.0 


16,0 


30.0 


60,0 


13 


3,0 


5,0 






u 


2,0 


3,0 


10.0 


10.0 


0,001 


0,001 


0,01 






0.2 


03 


0,4 






1.7 











60 



65 
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Tabelie 6 

Beispiele 25 bis 30 (jeweils mg/L Priparat) 



5 


Peptide 


Bereich 


CP-1 


CP-2 


CP-3 


CP-4 


CP-5 


CP-6 




X-Y-Ala-Ala-X-Y 


0^-20 


1 


3 


5 


20 


— 






X-Y-Ala-Gly-X-Y 


0,2-30 


2 


12 


20 


— 


— 




10 


X-Y-Ala-Pro-X-Y 


— 


— 


— 


— 


— 


— 






X-Y-Arg-Gly-X-Y 


0,2-30 


0,25 


1 


2 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Ala-X-Y 


0^-20 


4 


7 


10 


— 


— 


— * 




X-Y-Gly-Glu-X-Y 


0^-25 


2 


4 


10 


— 


— 






X-Y-Gly-Gly-X-Y 


1,0-200 


75 


25 


30 


200 


— 


200 


15 


X-Y-GIy-Ser-X-Y 


1,0-40 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Leu-X-Y 


1,0-100 


5 


10 


20 


50 


— 


50 




X-Y-Gly-Pro-X-Y 


0^-20 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Thr-X-Y 


0^-20 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-GIy-Val-X-Y 


0,5-40 


2 


5 


5 


— 


— 


— 


20 


X-Y-Pro-Gly-X-Y 


0,5-30 


1,5 


3 


3 


— 


— 


— 




X-Y-Pro-Leu-X-Y 


0^-20 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-Val-Gly-X-Y 


— 


— 


— 


— 


— 


— 


— 




X-Y-Val-Pro-X-Y 


















X-Y-Gly-Gly-Gly-X-Y 


5,0-100 


10 


15 


20 


50 






25 


X-Y-Gly-Ala-Ala-X-Y 


0,1-20 


0,2 


1 


2 










X-Y-Gly-Asp-Ser-X-Y 


0,01-400 






2 










X-Y-GIy-His-Lys-X-Y 


0.001-360 




2 


5 


100 


2 


360 




X-Y-Gly-Pro-Ala-X-Y 


0,1-50 




1 


2 










X-Y-Gly-Ser-Ala-X-Y 


0,1-50 


0,3 


1 


2 








30 


X-Y-Gly-Gly-Ala-X-Y 


0,1-50 




1 


2 










X-Y-Ala-Ala-Gly-X-Y 


0,1-50 
















Tripeptidfraktion 




2 













Die Buchstaben X, Y stehen fur Aminosauren beliebiger Art und Menge von jeweils 0 bis maximal 50. 
Die Peptide in den Tabeilen 6 bis 8 kdnnen als naturliche isolierte Peptide oder/und als synthetisch hergetellte 
Peptide eingesetzt werden. 



40 



45 



50 



55 



60 
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Tabelle 7 

Beispiele 31 bis 36 (jeweils mg/L Praparat) 



Peptide 


Bereich 


BP-1 


BP-2 


DO "3 




Dr*J 


BP-6 


Y-Y-Ala-Ala-X-Y 


0,1—20 


1 


3 


3 


10 


— 


— 


A." I v\la VJIj A I 


o!l— 30 


2 


12 


20 





— 


— 


Y Y- A 1 a _ Pro- Y. Y 


0,1—20 




0,1 







— 


— 


Y V Arcr-Tilv-Y-Y 


0,1—30 


0,25 




2 








— 


Y V n\xt Al* Y V 
A- T -\jr ly- Aio- A- 1 




4 


7 


10 









Y V niu filn Y-V 
A- I -VJiy-OIU-A- T 


0 1 — 25 


2 


4 


10 











A- 1 -oiy-oiy- a- i 


i n 2oo 

1 ,\j — x w 


75 


26 


30 


100 





200 


Y V n\v QAr-Y-Y 

a- T -Ljiy-oer-A- 1 


1,0—50 


1 


2 


5 










Y V /"*U» I ah Y V 

A- Y -Oly-Leu-A- 1 


1 0—100 

1,U"~ 1VAJ 


5 


10 


20 


75 




75 


X-Y-Gly-Pro-A-Y 


n i of\ 
u,i — *v 


i 
i 


2 


5 








A- Y '\j\y- 1 nr- A- y 


U, I ~AV 


\ 


2 


5 








A-Y-Oly-val-A-Y 


AO CA 


2 


5 


5 









A- Y - rro-Oiy- A- 1 


A? 1A 


1.5 


3 


3 









Y V Disn I on Y V 

A- Y -rTO-L-eU-A- 1 


0 1 20 

v,l — -V/ 


\ 


2 


5 


_ 







Y V /~LU, Y V 

A- Y - vai-vjiy-A- T 


O 1 —2 




02 










Y V Val Prr* Y Y 
A- I * V ai- tTO- A- I 


0 1 —2 




03 


_ 











X-Y-Gly-Gly-Gly-X-Y 


2,0-100 


10 


15 


20 


50 


— 


— 


A- Y -Lrly- Ala-Ala- A- Y 




0 2 




2 








X-Y-Gly-Asp-Ser-X-Y 


0,01-400 






2 








X-Y-Gly-His-Lys-X-Y 


0,001-360 




2 


5 


100 


2 


360 


X-Y-Gly-Pro-Ala-X-Y 


0,1-50 


0,2 


1 


2 








X-Y-Gly-Ser-Ala-X-Y 


0,1-50 


03 


1 


2 


- 


— 


- 


v v \.. r~* i.. a i ft v "V 

A- Y-Gly-Gly-AJa- A- Y 


0,1-50 




1 


2 








X-Y-Ala-Ala-Gly-X-Y 


0,1-50 




1 


2 


- 


- 


- 


l npeptiairaKtion 






2 










Hautpartialhydrolysat 


1,0-500 




500 




- 


— 


— 






Tabelle 8 












Beispiele 37 bis 42 (jeweils mg/L Praparat) 








Peptide 


Bereich 


EP-1 


EP-2 


EP-3 


EP-4 


EP-5 


EP-6 


X-Y-Ala-Pro-X-Y 


1-40 


3 


10 


15 


40 






X-Y-Gly-Gly-X-Y 


10-300 


5 


40 


200 


200 


200 


400 


X-Y-Gly-Val-X-Y 


5-340 


4 


25 


25 




25 




X-Y-Val-Gly-X-Y 


2-20 


2 


10 


10 




10 




X-Y-Val-Pro-X-Y 


1-30 


3 


3 


3 









Spurenelemente 



Tabelle 9 

Beispiele 43 bis 48 (jeweils mg/L Praparat) 



Bereich 



CTS-1 


CTS-2 


crs-3 


CTS-4 


crs-5 


CTS-6 
















50,0 


1600 


1600 


1600 


1600 




03 


03 


03 


03 


13 




03 


03 


0,8 


03 


13 
















0,05 


0,08 


0,08 


0,08 


0,1 



Eisen-(II)-lactat 

Magnesiumsulfat 

Natriummolybdat 

Mangansulfat 

Zinksulfat 

Cobaltsulfat 



0,l-50mg 
1,0-2000 mg 
0,1-1 mg 
1,0— 10 mg 
0,1 — 10 mg 
0,01 -03 mg 
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Tabelle 10 
Beispiele 49 bis 54 (jeweils mg/L Praparat 



Spurenelemente 



Bereich 



BTS-1 BTS-2 BTS-3 BTS-4 BTS-5 BTS-6 



£isen-(II)-lactat 
M agnesiumsulf at 
10 Natriummolybdat 
Mangansulfat 
Zinksulfat 
Cobaltsulfat 

15 



0 f l-50mg 


10,0 


20,0 


50,0 


2U,U 






1,0- 2000 mg 


50,0 


50,0 


2000 


2000 


2000 


2000 


0,1-1 mg 


0,5 


0,5 


03 


0,5 


03 


03 


l,0-10mg 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1.0 


0,l-10mg 


0,2 


0,2 




1,0 


1.0 


1.0 


0,02-0,5 mg 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 




Tabelle 


11 










Beispiele 55 bis 60 (jeweils g/L Praparat) 








Bereich 


CAH-l 


CAH-2 


CAH-3 


CAH-4 


CAH-5 


CAH-5 



20 



Antioxidantien, 

Radikalf anger und Hilfsstoffe 



Natriumascorbat 


03- 


30 g 


1,0 


1,0 


03 








Man nit 


10,0- 


-30 g 


20,0 


20,0 


15,0 








Sorbit 


10,0 


-500g 






15,0 


100,0 


50,0 




Glycerin 


10,0 


-900 g 


50,0 


50,0 


80,0 


100,0 


100,0 


900,0 


Natriumlactatldsung 


10,0- 


-500g 


20,0 


20,0 


15,0 








Citronensaure 


1,0- 


lOOg 




20,0 


15,0 


1,0 


1,0 




Ethanol 


1,0- 


•300g 




16,0 


12,0 








Panthenol 


10,0 


-500g 






105,0 


110,0 


200,0 




Sojapeptide 


0,1- 


■300 g 


1,0 


1,0 


13 


1,4 


1,4 


1,4 


Hydroxybenzoesaure- 


1,0- 


■2g 


1.0 


2,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


methylester- Natriumsalz 














2,0 


2,0 


Phenonip 


2,0- 


4g 


2,0 




2,0 


2,0 



40 



45 



50 



55 



Tabelle 12 
Beispiele 61 bis 66 (jeweils g/L Praparat) 



Antioxidantien, 
Radikalfanger und Hilfsstoffe 


Bereich 


BAH-1 


BAH-2 


BAH-3 


BAH-4 


BAH-5 


BAH-5 


Natriumascorbat 


03- 


30 g 


1,0 


3,0 




2,0 






Mannit 


10,0- 


-30g 


20,0 


25,0 










Sorbit 


10,0- 


-500g 


10,0 


100,0 


50,0 


50,0 


50.0 




Glycerin 


10,0 


-900g 


50,0 


50,0 


50,0 


50,0 


100,0 


200,0 


Natriumlactatldsung 


10,0 


-500g 


15,0 


20,0 


20,0 


20,0 


20,0 




Citronensaure 


1.0- 


■lOOg 


10,0 


10,0 


10,0 


2,0 


2,0 


2,0 


Ethanol 


1,0- 


■300g 


12,0 


10,0 


10,0 








Panthenol 


10,0- 


-500g 




100,0 


200,0 


300,0 


200,0 


500,0 


Sojapeptide 


0,1- 


■50g 


1,0 


1,0 


13 


1,4 


1,4 


1,4 


Hydroxybenzoesaure- 


1,0- 


■2g 


2,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


methylester-Natriumsalz 


















Phenonip 


2,0- 


■4g 






2,0 


2,0 


2,0 


2,0 



60 



65 
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Tabelle 13 
Bcispielc 66 bis 72 (jeweils g/L Praparat) 



Bereich 



CMS-1 CMS-2 CMS-3 CMS-4 CMS-5 CMS-6 



Saccharide: 
Glucose 
Galaktose 
Mannose 



1,0-200 g 
1,0-30 g 



5,0 



20,0 



15.0 



50,0 
20,0 



100,0 



150,0 



10 



Tabelle 14 

Beispiele 73 bis 78 (jeweils ug, mg oder g/L Praparat) 



15 



weitere innaiissioiie 


Bereich 


BMS-1 


BMS-2 


BMS-3 


BMS-4 


BMS-5 


BMS-6 


20 


Saccharide: 


















Glucose 


1.0- 


200 g 


5,0 


50,0 


— 


100,0 


50,0 


— 




Galaktose 


0,5- 


■50g 


0J5 


2,0 


— 


10,0 


— 


20,0 




Mannose 


0,5- 


-50g 


0J5 


2,0 


20,0 


20,0 






25 


Nukleotide/Nukleoside: 


















Adenin 


5.0- 


-50 mg 


15,0 




30,0 


25,0 


20,0 






Adenosin 


5,0- 


-40 mg 


18,0 


20.0 


30,0 




20,0 


40,0 




Cytidin 


5,0- 


-30 mg 


20,0 




25,0 


30,0 


25,0 






Cytosin 


5,0- 


-30 mg 


20,0 




25,0 




25,0 




30 


Guanin 


3,0- 


•25 mg 


15,0 




25,0 


20,0 








Guanosin 


3,0- 


-25 mg 


18,0 




25,0 




25,0 






Thymin 


5,0- 


-50 nig 


20,0 




40,0 


40,0 


35,0 


50,0 




Thymidin 


5,0- 


-50 mg 


20,0 




50,0 




30,0 






Inosin 


10,0 


— 100 mg 


50,0 


100,0 


60,0 


70,0 


50,0 


100,0 


35 


Pro teine/ Mucopolysaccharide: 










3,0 










Hyaluronsaure 


1,0- 


-50g 




1,0 










Chondroitinsulfat 


1,0- 


■50g 




1,0 


10,0 


10,0 


5,0 






Laminin 


1,0- 


-50 ng 




1,0 


3,0 


3,0 


3,0 


5,0 




En tact in 


1,0- 


-50 ng 




1,0 


1,0 


1.0 


1,0 


1.0 


40 


Fibrillin 


1,0- 


-50ug 




1,0 


1,0 


1.0 


5,0 


5.0 




Vitronectin 


1,0- 


■50 fig 




1,0 


10,0 


10,0 


20,0 


25,0 




Fibronectin 


1,0- 


-100u.g 




1,0 


100,0 


100,0 


300,0 


300,0 




Nidogen 


1,0- 


-50 fig 




1,0 


2,0 


2,0 


5,0 


5,0 




Tanescin 


1,0- 


■50 ug 




1.0 


2,0 


2,0 


3,0 


3,0 


45 


Filagrin 


1,0- 


-50 ug 




1,0 


2,0 


2,0 


2,0 


2,0 





Herstellung von Praparat A 

50 

1 kg denaturiertes Kollagen (Gelatine) wird in 9 kg ln-HCl-Ldsung suspendiert und angeldst die Losung wird 
in einem dicht verschlossenen GefaB unter Ruhren schnell auf 100°C erwarmt, die Temperatur 3 Stunden 
konstant gehalten, anschlieBend schnell wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit 6n-NaOH-L6sung 
neutralisiert Das Praparat wird mit Hilfe der Gelchromatographie bzw. anderer geeigneter Methoden entsalzt 
und/oder mit dest Wasser auf ein Volumen von 20 1 aufgefflllt, mit 0,2% Konservierungsmittel (zum Beispiel 55 
Phenonip oder Hydroxybenzoesaureester) konserviert und sterilfiltriert Fig. 1 gibt eine Obersicht Qber die 
Aminosauren und Peptide im Praparat A. Fig. 1 ist das Ergebnis einer zweidimensionalen Dunnschichtchroma- 
tographie. Als Vergleich dient Fig. 2 mit einem Standard-Aminosaurengemisch, das unter den gleichen Bedin- 
gungen chromatographisch getrennt wurde. Fig. 1 A dagegen zeigt die Aminosauren und Peptide nach unzurei- 
chender partieller Hydrolyse. 60 

Die biologische Wirksamkeit des Praparates A wurde durch Bestimmung der Stoffwechselaktivierung an 
Rattenleber-Mitochondrien gepruft Das Praparat A verursachte eine 60%ige Stoffwechselsteigerung im Ver- 
gleich zur Kontrolle. 

Zur Stabilisierung der Peptide enthielt das Praparat A die Rezepturfraktion CAH-1 (Tabelle 11, Beispiel 55). 

65 

Herstellung von Praparat B 
Das Praparat B enthalt die Rezepturfraktionen CAS-1, CTS-2, CAH-2, CMS-2 und CP-1. 
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0,6 kg destilliertes Wasser vorlegen und die leichtlGslichen Aminosauren zuerst losea Die schwerldslichen 
Aminosauren (AsparaginsSure, Glutaminsaure, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Valin) werden in 2n-NaOH-L6- 
sung vorgeldst Nach Zugabe von Citronensaure wird der pH-Wert der Losung mit lOn-NaOH im Bereich von 5 
bis 9 gehalten und wird nach vollstfindigem Ldsen der Citr nensSure auf 6,5 eingesteUt Danach erfolgt Zugabe 
von Mannit, Glucose, Ascorbat, Natriumlactat, Ethanol, Glycerin, Sojapeptiden, Dipeptiden, Tnpeptiden, Tri- 
peptidfraktion, Spurenelementen und Hydroxybenz esauremethylester-Natriumsalz. Der pH-Wert wird mit 
6n-HCl auf 6,5 eingesteUt Der Ansatz wird mit dest Wasser auf 1 1 Gesamtansatzmenge aufgefflUt und unter 
sterilen Bedingungen sterilfiltriert 

Isolierung der Tripeptidfraktion A und der Tripeptidf raktion B 

Das oben beschriebene Praparat A wird vorzugsweise mit hochauflosender Saulenchromatographie, zum 
Beispiel mit Kieselgel 60 als Sorptionsmittel und mit Eluationsl6sungen, vorzugsweise Butanol/Essigsaure/Was- 
ser 4 : 1 : 1, und Propanol/Ammoniak (25%) 7 :3 t in mindestens zwei Eluationsstufen aufgetrennt, urn ein 
Tripeptid zu isolieren, das sich wie folgt analytisch charakterisieren laBt: 

Nach saurer Hydroryse, 24 Stunden in 6n-HCl bei 105° C, werden drei Aminosauren freigesetzt, die nach 
eindimensionaler Dannschichtchromatographie folgende hRf-Werte haben: hRf-Werte 34, 42, 1 1 fur die Amino- 
sauren 1 bis 3 im Flieflmittel 96% Ethanol/34% Ammoniak im Verhaltnis 7 : 3 und die hRf-Werte 32, 20 und 2 fur 
die Aminosauren 1 bis 3 im FlieBmittel 1-Propanol/Wasser im Verhaltnis 7 :3. Nach der Sequenzanalyse 
entspricht die Numerierung der Aminosauren 1 bis 3 ihren Posiuonen im Tripeptid, beginnend mit der aminoter- 
minaien Aminosaure. Damit ist die Tripeptidfraktion A als das Tripeptid Gly-His-Lys identifiziert 

Die entsprechenden Schritte werden eingehalten, urn die Peptidfraktion B mit dem Tripeptid Gly-Asp-Ser zu 
identifizierea Anstelle der isolierten Tripeptide kdnnen auch die entsprechenden, nach gangigen Verfahren 
snythetisierten und gereinigten Tripeptide verwendet werden. 

Herstellung von Peptid-Spurenelement-Komplexen 

Ein weiterer Verfahrensschritt bei der Herstellung der Peptidfraktion besteht in der Komplexierung entweder 
des isolierten oder des synthetisierten Tripeptids mit Kupfer; 0,01 mol/L Tripeptid mit 0,01 mol/L Kup- 
fer(II)-acetat-Monohydrat gemischt und mit 0,ln-NaOH-L6sung neutralisiert Die Tripeptidfraktion wird in 
kleinen Portionen ktthl gelagert 

Wirkungsnachweise fur das Praparat A, Praparat B und die Tripeptide 

Die biologische Wirksamkeit des Tripeptids wurde u. a. an menschlichen Hautfibroblasten im Zellkulturver- 
such bestimmt (Fig. 3). Nach Zugabe von 10-8 bis 10-11 mol/1 Tripeptid zum Zellkultur-Nahrmedium wurde 
die Kollagenproduktion der menschlichen Hautfibroblasten urn 50 bis 250% im Vergleich zur Kontrolle gestei- 
gert 

Das Praparat B zeigte in einer anderen biochemischen Untersuchung eine Stoffwechselsteigerung bei Leber- 
Mitochondrien urn 80% im Vergleich zur KontroUe. 

Ein leicht variiertes Praparat B, das die Rezepturfraktionen CAS-3, CP-5, CTS-3, CAH-3 und CMS-2 enthalt, 
verursacht eine Stoffwechselsteigerung von 80% bei Leber-Mitochondrien und besitzt auBerdem die Fahigkeit, 
Hydroxylradikale bis zu 40% zu inaktivieren (Fig- 6). 

In diesem spezifischen quantitativen Radikalfangertest werden durch Einwirkung des Enzyms Xanthinoxidase 
auf das Substrat Xanthin in einer Kettenreaktion hochreaktive Hydroxylradikale freigesetzt Die viskose Hyalu- 
ronsaure in der waBrigen Untersuchungsldsung wird durch die Hydroxylradikale innerhalb von 40 Minuten 
zersetzt, meBbar durch den schnellen, starken ViskositatsabfalL Der gemessene Wert der Viskositatsabnahme 
hangt ab von der Gesamtmenge der Hydroxylradikale und der Quantitat und Qualitat eventuell anwesender 
Hydroxyl-Radikalfanger, die den Viskositatsabf all deutlich hemmen. 

Herstellung von Praparat C 

Das Praparat C enthalt die Rezepturfraktionen AS-1, BP-2, BAH-1, BMS-1 und BTS-1. 

0^ kg destilliertes Wasser werden vorgelegt und die leichtldslichen Aminosauren eingeriihrt Die schwerldsli- 
chen Aminosauren werden in 2n-NaOH vorgeldst Guanin wird in 3n-HCl unter Erwarmen auf ca. 60°C geiast 
Die vorgelosten Aminosauren werden in den Ansatz eingeriihrt Nach Zugabe von Citronensaure wird der 
pH-Wert der Losung mit lOn-NaOH reguliert, so daB der pH-Wert von 5 nicht unterschritten und 9 nicht 
uberschritten wird. Nach vollstandigem Ldsen der Citronensaure wird die Guanin-HCl-Losung eingeriihrt und 
der pH-Wert auf 6,5 eingesteUt Danach erfolgt Zugabe von Mannit, Sorbit, Natriumlactatldsung, Glycerin, 
Ethanol, Natriumascorbat, Sacchariden, Peptiden, Nukleotiden, Tripeptidfraktion, Hautpartialhydrolysat (bezo- 
gen auf das Trockengewicht), Spurenelementen und Hydroxybenzoesauremethylester-Natriumsalz. Der pH- 
Wert wird mit 6n-HCl auf 6^ eingesteUt, der Ansatz mit dest Wasser auf 1 L Gesamtvolumen aufgefullt und 
unter sterilen Bedingungen sterilfiltriert 

Die Tripeptidfraktion entspricht der obigen Beschreibung (siehe Herstellung der Tripeptidfraktionen A und 
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Herstellung des Hautpartialhydrolysats 

Gewaschene und von Unterhautfettgewebe befreite Kalbshaut wird zerkleinert 3 kg zerkleinertes Gewebe 
(Feuchtgewicht) wird in 7 kg l,5n-HCi suspendiert, angel6st und in einem dicht verschlossenen GefaB unter 
Ruhren schneU auf 100°C erwarmt Nach 3 Stunden bei 100°C wird schnell wieder auf Raumtemperatur 
abgekOhlt und mit 10n-NaOH-L6sung neutraUsiert Nach mehrstufiger Filtration aberTiefenschichteirfrfter wird 
der geklarte Extrakt mit 0,2% Hydroxybenzoesauremethylcster-Natriunisalz konserviert, der pH-Wert der 
Losung auf 6,5 eingestellt und die Losung unter sterilen Bedingungen sterilfiltriert Nach Bestimmung des 
Trockengewichtes wird ein entsprechendes Volumen des Hautpartialhydrolysats - bezogen auf das Trockenge- 
wicht — indasPrtparateingebracht 

Die biologische Wirksamkeit des halbsynthetischen Bindegewebsextraktes wurde an Rattenleber-Mitochon- 
drien gepruf t Es wurde eine Steigerung der Stof fwechselaktivitat urn 80% gemessen. 

Applikationsbeispiele 1 und 2 

Biotechnoiogie und Medizin 

Applikationsbeispiel 1 

Biotechnoiogie 

Zur Stimulierung des ZeUwachstums oder der Synthese von Stoffwechselprodukten wird serumarmen oder 
-freien Zellkulturmedien ca. 1 bis 5% der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate zugesetzt Die Zellkultur- 
nahrlosung fur Hautfibroblasten hat folgende Zusammensetzung: 

94% Dulbecco's Minimal Essential Medium, incL 2 mmol/1 Glutamin, 
5% fdtales Kalberserum. 

Applikationsbeispiel 2 
Medizin 

Zur Forderung der Wundheilung werden ca. 2 bis 5% der beschriebenen Praparate oder mindestens 50 bis 
200 mg Gly-His-Lys/kg in medizinische Salben, Cremes, Lotionen, Tinkturen, Wundheilungssprays eingearbeitet 
oder Wundabdeckungen damit impragniert 

Applikationsbeispiele 3 bis 5 
Kosmetik 

Mindestens drei Wirkeigenschaften der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate weisen auf eine erfolg- 
reiche Anwendung bei der Pflege der Haut: Die Steigerung der Stoffwechselaktivitat, die Radikalfangerwirkung 
und die Stimulierung der Kollagensynthese von Fibroblastea 

Die kosmetischen Praparate zur Pflege der Haut: Feuchtigkeits- und Tagescremes fur trockene Haut, Nacnt- 
cremes, Sonnenschutzpra P arate f After-Sun-Lotionen, Anti-Fahen-Cremes, Hautschutzcremes und After-Shave- 
Lotionen sollten eine Mindestkonzentration von 2 bis 5% der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate 
enthalten. 
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Applikationsbeispiel 3 
Feuchtigkeitscreme 



A. Paraffin flussig 


13% 


LanetteO 


3,0% 


Isopropylmyristat 


4,0% 


AbilAV200 


1,0% 


Arlacel 165 


6,5% 


EmulgatorG-1790 


3,8% 


Propyl-4-hydroxybenzoat 


0,05% 


Oxynex 2004 


0,02% 


B. Allantoin 


03% 


Karion F flussig 


6,0% 


Methyl-4-hydroxybcnzoat 


0,2% 


Wasser dem. 


65,43% 


C Kollagen 


5,0% 


Praparat B 


3,0% 


D. Parfumol 


03% 



Herstellung 



Phase A bei 80°C schmelzen und Phase B auf 80°C erwarmen. B unter Ruhren A zusetzen. Bei 30°C die 
Phasen C und D einriihren. 



Applikationsbeispiel 4 
Tagescreme fur trockene Haut 



A.Tegomuls90S 


6,25% 


Sonnenblumendl 


5,0% 


ErdnuBol 


5,0% 


Weizenkeimdl 


5,0% 


Sheabutter 


5,0% 


Phenonip 


03% 


B. Wasser, dem. 


66,85% 


D-Panthenol 50%ig 


1,0% 


Aloe vera 


2,0% 


Phenonip 


03% 


C Praparat C 


3,0% 


D.Parfumdl 


03% 



Herstellung 



Phase A bei 75°C schmelzen und Phase B auf 75*C erwarmen. B in A einriihren. C bei 45°C und D bei 35°C 
ein ruhren. 
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Applikationsbeispiel 5 



Sonnenschutzcreme 



A. Arlacel481 
CremophorW07 
ElfacosST9 
Iso-Adipat 
Permulgin3220 
Vaseline weiB 
Magnesiumstearat 
Aluminiumstearat 
Isopropylmyristat 
Uvinuh 150 

B. U-Propyiengrykol 
Magnesiumsulfat-7-Hydrat 
Phenonip 

Wasser 

C. Praparat B 

D. Parfumdl 



8,0% 
2,0% 
2,0% 
12,0% 
2,0% 
5,0% 
0,5% 
0,5% 
10,0% 
3,0% 
5,0% 
0.7% 
0,25% 
45,75% 
3,0% 
03% 



Herstellung 



Phase A und Phase B getrennt auf 75°C erwarmen und B in Phase A langsam einruhren, homogenisieren und 
kaltriihren. C bei 45°C und D bei 35° C einruhren. 



1. Praparat fur kosmetische, pharmazeutische und biotechnologische Anwendungen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es die Aminosauresequenz Gly-His-Lys und/oder Gly- Asp-Ser als Tripeptid und/oder Teilab- 
schnitt von Peptiden in einer Konzentration von \0~ 12 bis \0~ 2 mol/L enthalt 

2. Praparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es nach milder Hydrolyse von Kollagen, Gelati- 
ne, hydrolysierter Gelatine, Elastin, Keratin und Bindegewebe in 0,5- bis 6,0n-HCl 0,1 Stunden bis 7 Tage bei 
Temperaturen zwischen 20°C und 121°C, Peptide und Aminosauren in einer Konzentration von 10~ bis 
1 mol/L enthalt 

3. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB es Peptide m einer 
Konzentration von 10~ 12 bis 1<T 2 mol/L enthalt, die als Partialhydrolysat durch enzymatische Behandlung 
mit Kollagenase als Clostridium histolyticum gewonnen werden. 

4. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Praparat Mine- 
ralstoffe und Spurenelemente in einer Konzentration von jeweils 10~ 7 bis 1 0~ 1 mol/L enthalt, vorzugswei- 
se Mg, Mn, Cu, Co, Fe, Se, Mo und/oder Zn und/oder vorzugsweise in Form von Komplexen mit den 
Peptiden. 

5. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Wirkungsstei- 
gerung vorzugsweise folgende Inhaltsstoffe der Haut und der Bindegewebe in ihrer naturlichen oder 
hydrolysierten Form in einer Konzentration von \Cr 12 bis 2 mol/L enthalt: Saccharide, Polysaccharide, 
Mucopolysaccharide, Laminin, Entactin, Fibrillin, Vitronectin, Fibronectin, Nidogen, Tanescin, Filagrin, 
Cytokine, Chalone, zellwachstumsstimulierende, zellwachstumshemmende Substanzen, Immunmodulato- 
ren der Haut, Lipide, Phospholipide, Ceramide, Glycosphingolipide, DNA, RNA, Nukleotide, Nukleoside, 
Aminosauren und/oder Enzyme der Haut 

6. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Reduzierung 
der Adsorption wirksamer Peptide an den Innenflachen der GlasgefaBe oder KunststoffgefaBe 0,01% bis 
30% einer Peptidmischung enthalt, vorzugsweise 0,5% Sojapeptide. 

7. Prdparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Reduzierung 
der Hydrolyse und der Inaktivierung der Peptide jeweils 1% bis 90% wasserlosliche Antioxidantien, 
Radikalfanger und/oder Radikalquencher enthalt, vorzugsweise Ascorbinsaure, Glycerin, Mannit und/oder 
Sorbit 

a Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Anwendung 
die Konzentration der isolierten Peptide oder der Peptide in den Partialhydrolysaten 10~ 12 bis 10 - 1 mol/L 
betragt, vorzugsweise 10" 7 mol/L fur die kosmetische Anwendung und 10~ 3 mol/L fur die pharmazeuti- 
sche Anwendung, bezogen auf die Konzentration der Peptide in den kosmetischen, pharmazeutischen und 
biotechnologischen Endprodukten. 

9. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Wirkungsspek- 
trum des Praparats im Vergleich zu den nicht hydrolysierten Ausgangsmaterialien erweitert ist, vorzugswei- 
se in bezug auf Zellatmungssteigerung, Sumulierung der Kollagensynthese und/oder Radikalfanger- Wir- 
kung. 



Patentanspruche 
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Figur 1: 2-dimensionQle Dunnschichtchromatographie 
von partialhydrolysierter Gelatine 



1. Dimens 

I 

r 

\, 

1 
\ 

i 

\ 
J 
\ 

t 

\ 

1 
/ 

1 
\ 
\ 


on: 1-Propanol/Ammoniaklsg. (25 %ig) 7:3 

'\ ' % 

1 \ 1 / 




J - ■ 1 

2. Dimension: 1-Butanol/Essigsaure/Wasser 4:1:1 
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FIGUR1A 2-DIMENSIONALE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHtE 
VON PARTWHYD&OLYSIERTER GELATINE 



1.DMEN 

A 

t 

-4 


• — 

SWN- 1-PROPAN0UAMM0NLAKLSG. (25%IO) 7 3 

G) 
G 

K ■ 

r 




2. DIMENSION : 1-BUTANOL/ESSIGSAURE 
WASSER ^1-1 
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figur 2: Standard-AminosQurengemisch nach 2-dim. Diinnschichtchromatographie, 
ohnlich wie ein Kollagen-Totalhydrolysat 



1. Dimens 

f 


on: 1-Propanol/Ammoniaklsg. (25 %ig) 7:3 

Eichlosung Aminosauren: 

1. L-Alanin 
r\ 2. L-Lysin 
Q ] 3. L-Arginin 
r%L 1 JJ 4. L-Serin 
1 16 Y 5. L-Prolin 

a vJ 9s 6 - G, y cin 

(g) w 7. L-Methionin 
7 8. L-Histidin 
(s) V ) 9- L-Threonin 
\\ W 10. L-lsoleucin 
jHt \ 11. L-Asparagmsaure 

\Ji8J 12 " L_l - eucin 

13. L-Phenylalanin 

✓v 14 L-TrvotODhan 

fp} [75] 15. L-Glutaminsdure 

(£) ^ 16. L-Volin 

'» '» 17. L-Tyrosin 

18. L-Hydroxyprolin 

19. L-Asparagin 




2. Dimension: 1-Butanol/Essigsaure/Wasser 4:1:1 
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Figur 3: Wirkung des isolierten Tripeptids auf die Kollagensynthese von Fibro- 
blasten der menschlichen Haut. 

Figur 3.1. 



Hydroxyprolin (nmol) 
3-, 




1- 



0 



10 



T 1 1 1 1 

-12 -11 -10 -9 -8 



Tripeptid-Konzentration 



Figur 3.2. 



(mol/l) 



Hydroxyprolin (nmoi) 

6n 




10 



t 1 1 1 r 

-12 -11 -10 -9 -8 



Tripeptid-Konzentration 



(mol/l) 



308026/469 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummer: 
Int. Cl. s : 

Offenlegungstag: 



DE 42 44418 A1 
A61K 7/48 

1. Juli 1993 



Figur 4: Aminostiureteilsequenz (Position 1-360) von Kollagen Typ I, a-1 



1* Z 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14- 15 



(extra-helical peptide, N 
leu-ser -tyr -gly-tyr - 
gly-pro -met -gly-pro - 



15 gly-ala -hyp -gly-pro - 



30 gly-GLU -hyp -gly-ala 



45 gly-pro -hyp -gly-LYS 
60 gly-ARG-hyp -gly-GLU 



75 gly-leu -hyp -gly-thr 
90 gly-phe -ser -gly-leu 
gly-pro -LYS -gly-GLU 
gly-gln -met -gly-pro 
gly -ala -hyp - gly-pro 

giy' 



105 
120 
135 
150 
165 
180 
195 



ala -ala -gly-pro 



gly-phe -hyp -gly-ala 
gly-ala -AR G -gly-ser 
gly-pro -hyp -gly-pro 
210 gly-ala -ASP-gly-gln 
225 gly-ile -ala -gly-ala 
240 gly-pro -GLU -gly-pro 



255 gly-GLU -hyp -gly-ala 



270 gly-GLU -hyp -gly-pro 

285 gly-GLU-GLO -gly-LYS 

300 gly-leu -hyp -gly-pro 

315 gly-phe -hyp -gly-ala 

330 gly-GLU -ARG-gly-ser 

345 gly-GLU -ala -gly-ARG 



l-terminal): 
ASP-GLU-LYS- 
ser -gly-pro - 
gin -gly-phe - 
-ser -gly-pro • 
-asn -gly-ASP- 
-ARG-gly-pro ■ 
-ala -gly-leu - 
-ASP-gly-ala - 
-hyp -gly-ser - 
-ARG-gly-leu - 
-ala -gly-ala - 
-hys -gly-pro - 
-val -gly-ala - 
-GLU -gly-pro - 
-ala -gly-ala - 
-hyp -gly-ala - 
-hyp -gly-phe ■ 
-ser -gly-ala - 
-hyp -gly-asn - 
-ala -gly-val - 
-ARG -gly-ala - 
-hyp -gly-GLU- 
-ASP-gly-val 
-hyp -gly-pro 
-hyp -gly-GLU 



ser-thr-gly -ile 
hyp 



ARG|gly_ 
■gin -gly 
•met-gly 
ASP-gly 
■hyp -gly 
•hyp -gly 
LYS-gly 
■hyp -gly 
•hyp -gly 
ARG-gly 
•thr -gly 
•LYS-gly 
•gin -gly 



•leu 



•ala -gly 



-LYS-gly 

-hyp -gly 
-hyp -gly 
-LYS-gly 
-gin -gly 
ARG-gly 
ARGfgly 
■ala -gly 
-ala -gly 
•ala -gly 



-pro -hyp 
-pro -ARG 
-GLU -ala ■ 
-pro -gtn 
-met-HYL 
-ASP -ala 
-GLU -asn 
-GLU -ARG 
-asn -ASP 
-pro -thr 
-GLU-ala 
-val -ARG 
pro -ala 
ala -asn 
ala 



(GLU- 
-ser-val -pro-) 
-gly-pro -hyp- 
-gly-GLU-hyp- 
-gly-pro -hyp- 
• gly-LYS -pro- 
-gly-ala -ARG- 
-gly-HIS-ARG- 
-gly-pro -ala- 
-gly-ala -hyp- 
-gly -ARG-hyp- 
-glyl-ala -ala- 



-gly-pro -hyp- 
-gly-pro -GLU- 
-gly-GLU -hyp- 
-gly-asn -hyp- 
-gly-ala -hyp- 



ARG-gly pro -ser- 



pro -LYS 
ASP-thr 
pro -hyp 
GLU-hyp 
-glyl-hyp 



pro -LYS 
pro -LYS 
•leu -hyp 



-gly-asn -ser- 
-gly-ala -LYS- 
-gly-pro -ala - 
-gly-pro -ser- 
-gly-ser-ARG- 
-gly-pro -ala- 



gly-ser| -hyp- 
-gly-ala -LY5- 



Referenz: Collagen in Health and Disease, Umschlaginnenseiten 

Eds, J.B.Weiss, M.I.V. Jayson, Churchill Livingstone, Edinburgh, 1982 
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Figur5: Aminosdureteilsequenz (Position 1-360) von Kollagen Typ I, a-2 



12" 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13* 1* 15 



giy 

15 gly 
30 



(extra-helical peptide, N-terminal): 

(GLU-phe- 

-gly-leu -met -gly-pro - 
-gly-pro -gin -gly-phe 
gly-GLU J-hyp -gly-gln -thr -gly-pro 



■pro -met 
■ala -hyp 



ASP-ala-LYS 

-ARG-g 
-gin 
-ola 



•g 



45 gly- 

60 gly- 

75 gly 

90 gly- 

105 gly- 

120 gly- 

135 gly- 

150 gly- 

165 gly- 

180 gly- 

195 gly- 

210 gly- 
225 



gly-val 



■pro -hyp 
■ARG-hyp 
■phe -hyp 
•HIS -asn 
•vol -HYL 
gin -HYL 
•ala -hyp 
pro -val 
phe -hyp 
asn -hyp 
leu -hyp 
pro -asn 
-ala 



i i -g 

-gly-LYS|-ala -gly-|GLU-ASP-g 

-pro -g 

-hyp -g 
-thr -g 
-hyp -g 
-hyp -g 
-ARG-g 
-ile 



240 gly 

255 gly- 

270 gly 

285 gly- 

300 gly- 

315 gly- 

330 gly- 

345 gly- 



■pro -val 
-GLU-hyp 
■GLU-hyp 
GLU-GLU 
•pro -hyp 
•leu -hyp 
ser -ARG 
ASP-ser 



-gly-GLU -ARG-gly-val 
-gly-thr -hyp -gly-leu 
-gly-leu -ASP-gly-leu 
-gly-GLU -hyp -gly-ala 
-gly-ala -ARG-gly-leu 
-gly-pro -ala -gly-ala 
-gly-pro -ala -gly-pro 
-gly-ala -hyp -gly-pro 
-gly-pro -ala -gly-pro 
-gly-leu -ser -gly-pro 
-gly-leu -hyp -gly-ala 
-gly-ala -hyp -gly-leu 
-gly-ala -alal -gly-ala 
-gly-pro -ala -gly-ser 
-gly-ala -val -gly-gln 
-gly-LYS -ARG -gly-ser 



_g 

HY 
-ala -g 
-val -g 
-HYL-g 
-hyp -g 
-thr -g 
-HYL -g 
-hypfg 
-thr 



-gly-pro -hyp -gly-leu 



g 

ARG-g 
-ala -g 

-ala -g 

gly-ARG-hyp -gly-GLU -hyp -g 



gly-ala -ASP-gly-ARG 
gly-thr -ser -gly-pro 



y-pro 
y-pro 
y-ala 
y-HIS 
y-pro 
y-phe 

y-gin 

y-GLU 
y-GLU 
y-ser 



-gly -gly-gly -pro-) 

-hyp| -gly-ala I -ser- 
5E0 



■hyp -gly 



-ARG-gly 



hyp -gly- 
gln -gly 
HYL -gly 
hyp -gly 
asn -gly 
ARG-gly 
ASP-gly 
y-ser| -ala -gly- 
leu -gly- 
ARG-gly- 
hyp -gly- 
g'y- 



y-GLU 
y-pro 
y-pro 



y-ala -ala 



y-pro 
y-ala 
y-GLU 



y-pro - 



y-GLU 

y-asn 

y-val 

y-val 

y-leu 



■ARG-gly 
-ARG-gly 
-ser -gly- 
hyp -gly- 
•ile -gly- 
-hyp -gly- 
-met -gly- 
•ARG-gly 
•met -gly- 



-hyp- 
pro -hyp- 
LYS -pro- 
-ala -ARG- 
■ile -ARG- 
-ala -hyp- 
■thr -hyp- 
■ARG -val- 
uer -val- 
•pro -hyp- 
pro -val- 
GLU -val- 
■asn -ala- 
■leu -hyp- 
■ile -hyp- 
leu -val- 
asn-LYS- 
pro -ser- 
pro -ala- 
ser-ARG- 
pro -ala- 
pro -asn- 
pro-ARG- 



Referenz: Collagen in Health and Disease, Umschlaginnenseiten 

Eds, J.B.Weiss, M.I.V. Jayson, Churchill Livingstone, Edinburgh, 1982 
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